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SUR LES CONSTANTES PHYSIQUES 
DU VIRUS VACCINAL 
DETERMINEES PAR ULTRACENTRIFUGATION (°) 


par P. LEPINE, Jean-C. LEVADITI et J. GIUNTINI. 


L’ultracentrifugation sans systéme d’observation directe, a 
l'aide de Vhypercentrifuge due 4 Henriot et Huguenard modifiée 
en ultracentrifuge [4], nous a permis une premiére approximation 
des constantes physiques des corps élémentaires de la vaccine (2] : 
dapreés ces expériences, leur constante de sédimentation aurait 
une valeur de 52.10—" cm./sec./dyne et leur diamétre moyen 
serait de 179 mp, en admettant que leur densité soit de 1,3. Ces 
expériences préliminaires ont été faites sans inoculation a l’animal 
en appliquant au virus vaccinal la méthode optique de numération 
microscopique en fluorescence de C. Levaditi [8]. Cette méthode 
suppose, ce que nous avions admis a priori : a) que les numé- 
rations se font avec une rigueur suffisante (les dimensions et le 
volume de la cellule étant nettement définis) ; et b) que les parti- 
cules dénombrées sont bien les corpuscules vaccinaux, La suite de 
nos essais nous a démontré, comme on le verra plus loin, qu il 
n’en est malheureusement rien, et que ce double postulat n’a pas 
élé satisfait par les conditions dans lesquelles nous avons opéré. 

D’autre part, au cours de deux ans de recherches sur lultra- 
centrifugation, un certain nombre de perfectionnements techni- 
ques, d’ordre théorique ou pratique, nous ont permis d’accroitre 
la précision des résultats obtenus. Nous avons donc repris nos 


(*) Communication présentée & la séance du 7 octobre 1943 de ]’Asso- 
ciation des Microbiologistes de Langue Francaise. 
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expériences sur la vaccine en fonction principalement des consi- 
déralions suivantes : 

I. Dans les premiers essais, la taille des corpuscules élémen- 
taires a été calculée a l'aide de la formule empirique de Mc Intosh 


et Selbie [4]. Les essais comparalifs effectués avec des bactério- — 


phages (5] et plus tard avec les virus de la maladie d’Aujeszky [6] 
et de la fiévre aphteuse [7], nous ont convaincus, comme la théorie 
pouvait le faire prévoir [4, b], de la plus grande rigueur des for- 
mules dérivées, comme celle d’Elford [8], de la loi de Stokes. 
C’est pourquoi nous avons, en définitive, adopté pour le calcul 


du diamétre moyen des particules centrifugées dans une cellule | 


eapillaire, la formule suivante : 


; a 7 es ath ‘ 
See WG ee, = ——- iq 
a= LAS vr 10S Gh Giles ) 


ou d, diamétre des particules en my; 4, viscosité du milieu en 
poises; vp, densité des particules; ¢m, densité du milieu; N, nombre 
de tours par minute; ¢, temps de centrifugation en minutes; a, dis- 
tance de la surface du liquide & l’axe de rotation; /, hauteur du 
prélévement; Co, concentration initiale, et C,, concentration dans 
le liquide prélevé apres centrifugation. 

De plus, les mémes éléments permettent de calculer la constante 
de sédimentation Seo a Vaide de Ja formule établic antérieure- 
ment [7] : 


ODL 


2) 
E (2) 


; a 
Sie aS 


d* (itp =r tm, 


Sve = 180,35 


-40 ~ '! cm./sec./dyne (pour l'eau). 

Il. Une étude optique précise nous a montré [9] que, bien que 
la profondeur indiquée par le constructeur pour la cellule en 
quartz servant aux numérations soit théoriquement de 2,2 mp, a 
2,5 mp, elle est en réalité de 8 a 12 mp, et varie 4 chaque montage. | 
Il en résulte que la différence de profondeur d’une mesure A 
autre introduit des causes d’erreur importantes et, dans le cas 
des ultracentrifugations, détermine des écarts encore plus consi-_ 
dérables que Je rapport réel des concentrations mesurées. Dans 
nos nouveaux essais, nous avons, avant chaque numération des 
particules fluorescentes, effectué par la méthode interférométrique 
antérieurement exposée [9], une détermination exacte de la pro- 
fondeur de Ja cellule, supprimant ainsi une source d’erreurs 
capitale. 

Il. Les numérations des particules fluorescentes, si exactes 
soient-elles, ne permettent pas de préciser ]a proportion des cor- 
puscules normaux, différents des corps élémentaires de la vaccine, 
dont C. Levaditi [8] a constaté la présence dans les suspensions 
purifiées. Ces corps normaux paraissent devoir é@tre assimilés aux 
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granules intracytoplasmiques riches en acide pentose nucléique 
isolés également a l'aide de centrifugations différentielles par 
Claude [40], Stern [414], Jeener et Brachet [42]. La présence de 
ces granules retire de la précision aux résultats des centrifuga- 
ions, car leur conslante de sédimentation, comme nous |’avons 
Mmontré ailleurs [13], peut étre évaluée a 29.10—" cm./sec./dyne, 
plus faible que celle de la vaccine. Il en résulte que ces corpus- 
cules normaux qui sont, ainsi que l’a vu C. Levaditi [14], morpho- 
logiquement indiscernables, méme a l’aide du microscope électro- 
nique, des corpuscules virulents, subissent l’effet du champ cen- 
‘trifuge dune facon différente de celle de la vaccine. 

I] est done plus rigoureux de déterminer les dimensions parti- 

culaires, non plus par le seul dénombrement des corpuscules fluo- 
rescents, mais également et surtout par Ja recherche des varia- 
tions de virulence mises en évidence par inoculation de dilutions 
‘croissantes 4 l’animal réceptif. 
_ Le dispositif expérimental adopté tient compte de ces trois 
_considérations théoriques. Dans une premiére série d’essais, il 
permet de préciser avec plus d’exactitude la constante de sédi- 
mentation du virus vaccinal et d’apprécier le degré de pureté 
des suspensions de corps élémentaires. Dans une seconde série 
d’essais, en utilisant les résultats comparés de centrifugations 
_effectuées dans des milieux de densités différentes, de déterminer 
la densité du virus vaccinal. A partir de ces deux données élémen- 
aires, on peut calculer avec une assez grande précision les cons- 
_tantes physiques du virus vaccinal, et les comparer aux résultats 
_antérieurement obtenus a Vaide de méthodes analogues ou par 
_d’autres procédés physiques de mesures. 


DisposITIF EXPERIMENTAL. 


Deux séries d’ultracentrifugation ont été effectuées 
1° A partir d’émulsions de cerveaux de lapins infectés de 
-neurovaccine. Des émulsions au 1/10 en poids dans du bouillon 


‘nutritif, sont clarifiées par centrifugation 4 + 4° pendant trente 


minutes a 6.000 tours/minute (4.500 g) et par filtration sur sable 
et pulpe de papier (q = 0,01235 ; om = 1,0074). 
2° Avec des corps élémentaires, purifiés, obtenus suivant la 
technique de Smadel et Wall [415] a partir de membranes chorio- 
allantoides d’ccuf de poule en incubation infectées de vaccine, 
et mis en suspension dans l’eau_bidistillée tamponnée a 
pH 7,2 (n = 0,00916 ; om = 1,007). 
La constante de sédimentation est déterminée a Vaide du dispo- 
sitif d’ultracentrifugation déja utilisé qui soumet Je virus dans 
“une cellule capillaire 4 l’influence d’un champ centrifuge moyen 
de 9.650 g (N = 24.000t./m.) & 24° pendant des temps ¢ variant de 
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quatre a dix minutes. Ces temps ont été choisis aprés trois essais 
préliminaires : ils représentent la partie droite de la courbe de 
sédimentation, constituant la zone entre les durées de centrifu- 
gation plus courtes, ot la sédimentation du virus est insuffisante, 
et les durées plus prolongées ot l’on se trouve au voisinage de 
l’équilibre de sédimentation et.ot. la formule cesse d’étre valable. 
Les durées de démarrage et d’arrét du rotor interviennent dans 
les caleuls (1). Dans la cellule, la surface du liquide centrifugé 
est & une distance a= 0,75 em. de l’axe de rotation et le liquide 
surnageant est prélevé sur une hauteur h = 1,6 cm. 

Les corpuscules fluorescents sont dénombrés en lumiére de Wood 
en présence de thioflavine dans ce liquide prélevé aprés centri- 
fugation et dans la suspension originelle, en précisant pow chaque 
numeération la profondeur de la chambre de quartz. 

Celte série de données numériques est complétée par le résultat 
(inoculations de dilutions croissantes, de 10—-* & 10-8, injec- 
t6es & la dose de 0,5 c. ¢. dans le derme de 2 ou 3 lapins par 
expérience. On pratique de 4 A 12 injections intradermiques pour: 
chaque dilution. Ainsi est accrue pour chaque titre la quantité 
dinformation obtenue et l’on transforme la zone des résultats: 
inconstants en une zone de décroissance réguliére, avec une pro- 
babilité croissante de précision dans les résultats. Les lapins sont 
examinés entre la quatre-vingtiéme ct la centiéme heure aprés 
Vinoculation, moment ot: ces lésions sont toutes parvenues a éclo- 
sion et ott apparition de papules secondaires ne fausse pas les 
résultats. Les chiffres obtenus sont appréciés par Vexamen 
d’ensemble des résultats condensés en tableau, et par la méthode 
de P. Bonét-Maury qui en accroit la valeur théorique en permet- 
lant de préciser les variations de la dose 50 p. 100 [46]. Nous 
avons observé sur l’animal que le périmeétre des papules vacci- 
nales diminue avee la durée de centrifugation. Mais, bien que ce 
fait ait pu étre vérifié & chaque essai, il ne peut intervenir dans_ 
les caleuls. Aussi n’en tenons-nous pas compte. Pour les diffé- 


(1) Si Von admet que la vitesse angulaire ™ varie aux périodes de 
lancement ¢, et d’arr¢t ¢, suivant une fonction linéaire, on auraw = at, 
elo =bt,, ot a et b sont deux constantes. Si les temps de lancement 
et d’arrét sont égaux, ce qui est pratiquement réalisé, un calcul trds 
simple du chemin parcouru x2 pendant ces deux périodes 


dr 
—_ = sotd/, 
ty bs 


ott s = constante de sédimentation, montre qu’il faut ajouter aw temps 
de centrifugation f une quantité égale a 
Lee ds 


) 
v 


Dans nos expériences, t, 1, et f, ont été mesurés avec un chronographe. 
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rents calculs, l’abaissement du taux de virulence d’une puissance 


de 10, correspondant a Vintervalle de deux dilutions, permet 
@utiliser 1/10 comme valeur du cofficient G:/Co. 


DETERMINATION DE LA CONSTANTE DE SEDIMENTATION. 


Les résultats bruts sont résumés en différents tableaux. Les 
tableaux I et II répondent aux essais effectués a partir du névraxe 
de lapins, les tableaux III, IV et V aux essais réalisés. a partir 
des suspensions dites purifiées. 

Au cours des essais I et II portant sur des suspensions non 
purifiées, la virulence baisse d’une puissance de 10 en quatre 
minutes. Ce qui permet, par calcul, d’attribuer « la constante 
de sédimentation une valeur de 54.10—™ em./sec./dyne. 


Tasteau 1. — Suspension non purifiée (4° essai). 


TITRAGE NOMBRE DOSE 
de corpus- 
cules minima 
fluorescents 
par c.c. 


vacc!nogéne 


| 34.000 
| G80 >< 10" a) 
| 340.000 


28 000 
a 
280.000 
15 500 
a 
455.000 


1 00.000 


a 
10.000 .000 


450 000 


a 
4.500.000 


Pour les suspensions purifiées, au cours des essais HI, IV 
et V, la virulence baisse d’une puissance de 10 aprés six minutes 
de rotation, ce qui donne a la constante de sédimentation une 
valeur de .36.10—1! cm./sec./dyne. Les chiffres obtenus avec les 
suspensions non purifiées correspondent aux valeurs attribuées a 
Ja vaccine par les meilleures approximations actuellement connues 
(50 a 54.10—14, Beard, Finkelstein et Wyckoff [17]; 49,1.10—", 
Pickels et Smadel] [48]; 50.10—™, Me Farlane, Me Farlane, Amies 
et Eagles [49]). Mais les différences observées dans les résultats 
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Tapueau I. — Suspension non purifiée (2° essai). 


de corpus- “Rs 

cules minima 

fluorescents 
par ¢.c. 


TITRAGE NOMBRE DOSE | 
| 

vaccinogéne 

; 


283 x 10° | 142.000 


940.000 


395.000 


1.750.000 


TasLeau Ill. — Suspension purifiée par centrifugations différentielles 
(4°° essai). 


TITRAGE NOMBRE 


de corpus- pose 

' L/MING |S eee 4 cules minima 
TKO ene Dal fae Kaye) es Cee 40 —5 140 —6 Eee yaccinogéne 

Ma ea cad Re i SE a Ye a! Pain eee | B72 10°] 286 
150 

++ | +44++4+ |---- ‘ ; 
G Seay ++} aa EA aS | Ge as = { 00 x40 en 
6 + ae “Waren |arcitess oo ho 132 108 660 
610 

8 Go 4 t+ [+= 122 x10} a 
6.4100 
‘Wate. | 4. eos ae TEDE Hoox 1004 e000 


| | 


obtenus avec les deux sortes de suspension paraissent assez 
nettes pour qu’il soit possible d’attribuer a la trypsine une action 
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Tasteau IV. — Suspension purifiée 


par centrifugations différentielles (2° essai). 


TITRAGE 


NOMBRE 
de corpus- 
cules 


par c.c. 


\ 853 X 108 


43 & 108 


| 353 & 108 


TasLeAv VY, — Suspension purifiée 
par centrifugations différentielles (3° essai). 


TITRAGE NOMBRE 
de corpus- 
t./MIN. |. cules 
ftuorescents 
135110 —« | 10 105.9) 30 IN AO 18 par c.c. 
Gaia asc gal Lee apie caeecclet ete 
Eee hehe to tit a terisee rt 
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DOSE 
minima 
vaccinogéne 


DOSE 
minima 


vaccinogéne 


sur le volume des corps élémentaires, voire sur leur densité, 
qui abaisse la constante de sédimentation. Quelques réserves 
doivent étre faites cependant du fait des organes différents d’ot 


provient le virus. 
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’ 
COMPARAISONS DU RESULTAT DES INOCULATIONS 
ET DU DENOMBREMENT DES PARTICULES FLUORESCENTES. 


L’examen des deux séries de tableaux fait ressortir des consta- 
tations évidentes. 

1° Le nombre des corpuscules fluorescents est environ cent fois 
plus élevé dans les suspensions non purifiées préparées a partir 
de cerveaux de lapins que dans les suspensions purifiées par 
centrifugations différentielles. Le nombre de corpuscules contenus 
dans la dose minima vaccinogéne (DMV) ainsi que la définie 
C. Levaditi [3], est environ mille fois plus élevé dans ces mémes 
suspensions non purifiées que dans les suspensions purifiées, ce 
qui justifie et confirme la purification du virus par les centrifu- 
gations différentielles. 

2° Au cours des centrifugations successives, la virulence de 
la vaccine s’abaisse plus rapidement que le nombre des corpus- 
cules fluorescents. Ainsi la virulence est tombée d’une puissance 
de 10 en quatre ou six minutes, alors qu’aprés dix minutes le 
nombre des corpuscules fluorescents n’est pas encore le 1/10 de 
ce qu'il était dans la suspension originelle. Ce résultat apparait 
encore plus nettement par l’accroissement, en fonction du temps 
de centrifugation, du nombre des corpuscules contenus dans la 
dose minima vaccinogéne et qui, comme il fallait s’y attendre, est 
plus considérable avec les émulsions de cerveaux qu’avec les sus- 
pensions purifiées. 

Ces faits confirment que la méthode de Smadel et Wall apporte 
aux suspensions vaccinales un certain degré de purification qui 
constitue une amélioration précieuse, mais que ce résultat tout 
relatif ne saurait étre comparé a celui des méthodes de purifi- 
cation chimique ou physique des virus des plantes. Dans Jes 
suspensions les plus purifiées les corps vaccinaux ne représentent 
quwune fraction des particules dénombrées. 


DETERMINATION DE LA DENSITY. 


La connaissance de la densité des particules, protéines ou virus, 
est indispensable 4 l’application des formules tirées de la loi de 
Stokes, permettant le calcul des constantes des corps centrifugés. 
La méthode que nous avons mise au point [20] permet d’obvier 
au fait que le virus vaccinal n’a pu étre obtenu qu’en suspensions 
incomplétement purifiées. Elle consiste A centrifuger comparati- 
vement et immédiatement aprés sa mise en suspension, la sub- 
stance étudiée dans deux milieux physiologiquement inactifs, de 
composition et de concentration moléculaire et ionique identiques 
mais de densités différentes, Pun étant une solution isotonique 
de NaCl dans l'eau distillée (¢m = 1,0052), l'autre une solution au 
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—  méme taux dans l’eau lourde (¢m = 1,1120). Cette méthode, précé- 


demment appliquée a la numération des particules fluorescentes 
du virus vaccinal, nous a conduits & une densité de 1,28 [24]. En 
raison des causes d’erreur inhérentes, on l’a vu, a la méthode de 
dénombrement, nous avons repris nos essais en prenant pour test 
Vinoculation & ]’animal. 

_Le cerveau d’un lapin mort d’encéphalite vaccinale est émul- 
sionné trés finement et une suspension au 1/10 en poids effectuée 
dans une solution de D,O physiologique. Les particules les plus 
lourdes sont éliminées par une centrifugation de trente minutes 
a 6.000 tours-minute a + 4° dans un centrifugeur ordinaire. Ce 
liquide est ultracentrifugé dans une cellule capillaire dans les 
mémes conditions physiques, et la virulence éprouvée par la méme 
méthode d’inoculations multiples intradermiques que dans les 
essais rapportés plus haut. 

Un essai préliminaire résumé dans le tableau VI a été effectué 
-conjointement en D,O et en H,O physiologiques. Aprés quatre 
minutes de rotation, le taux de Ja virulence a baissé d’une puis- 
sance de 10 environ dans l’eau physiologique et est resté inchangé 
dans l’eau lourde. Cet essai confirmant pour H,O physiologique 


Tasteau VI. — Centrifugations comparées en eau ‘H.O) 
et en eau lourde (D,O) physiologiques. 


TITRAGE 
1./MIN. == ~—- AE 

10-2 | to-3 | tu—4 |“ io=5 | 104-6 09 1018 
Uuneqs Gani (+444) 4444 44+—--|--=-]| ---- 

Peete tte ee alo 

(tee | 4444) $444] $444 )----|-- 
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Plt PGI eae oe gle nem wl 
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la baisse de virulence de 1/10 en quatre minutes a servi de témoin 
ainsi que les essais antérieurs aux expériences faites en D,O. Les 
essais suivants ont donc été effectués uniquement en eau lourde 
physiologique avec des temps de rotation respectifs de six, neuf 
et douze minutes. Les tableaux VII et VIII qui les résument mon- 
trent que la virulence a baissé d’une puissance de 10 entre neul 
et douze minutes. . 
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Bae "./  ‘Tapnzav VII. — Centrifugations en eau lourde (D,0) physiologique 
a See (4°" essai). > 
ae “_ A 
aa 
3 many . TITRAGE 
~E Sag kat 
aan ~ 1 10-2 10—3 10—« 10-5 10 —6 10-7 10—8 
es aa, ——$—_——— | —__— es 
16 * 1 
Se DM uaied emay neg sitia)iecereml ea cer ace 
ee 4444] 4444] $444 |--——-|-———|----| ---- 
a gitet+| 4444] $444 |+---|----|---- | 
Meise tara +4 4 = | SSS al ae ee : 
ee | 
ae PaGuanpm reg kiwe ace wma ss 
ea. fvemace RITES pratense exe cei: melt 
ee wy (Ftt+| 444 [+ ---|----|----]-- Pap oh 
‘_ 2 4444 (44 ——J———+|— ———] - —---|--=-| —--—= | 
mr. | . po | 
ei ed -Tastrau VIII. — CGentrifugations en eau lourde (D,O) physiologique ~ 
— é (2° essai). 
vi oy ; - 
aa ee TITRAGE 
a an 
ets ) 
a 
a cha 
ae b+ 
+++ 
: +++ 
i ee 
Sh +++ 
ae +4 
ed aoe 
a te . 
ee On détermine alors la densité en admettant que le mouvement, — 
»: des particules suit la loi de Stokes, c’est-a-dire que sa vitesse est : 
= dx 2 . 
ie’ v = ie on r*(op — Om)n*x (3) 
; ra . . . 
) ou r, rayon de la particule, », vitesse angulaire et x, distance de 
. at la particule considérée a l’axe de rotation. 
aay Si on intégre cette équation pour un déplacement de la particule 
ak de x, 4 x, pendant le temps ¢, on a : | 
Tar log xa/r 27% 7| 
. wyl = 97, (op — Om!‘ (4) | 
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dot : . | | 
9x A yl 2 
Cp ors Xa XZ log 5 “m- (9) 


Or, dans nos deux séries d’expériences, la valeur de { est choisie 
de manmiére 4 avoir Cr/Co = 1/10, d’owu les termes 


ath. 
Cis 


ry 
log x, => log = 
seront identiques. On peut done écrire 
A : 
op = get: Gm (6) 


A éiant une constante. Dans ces conditions, 


a 


(cp — om)t = constante. (7) 
Les deux milieux employés nous donneront |’égalité suivante 

(op — 1,005)t, == (-p —4,142)/, (8) 
qui déterminera la densité, soit : 


1,442 fy — 1,003 /, 
— op = b be. 5 Fi (9) 


Dans une série d’expériences préliminaires effectuées avec une 
suspension de corpuscules incomplétement purifiée, nous avons 
t, = 9,3 min. et t, = 4,3 min., ce qui donnerait oc» = 1,20. 

Dans une seconde série d’expériences pour laquelle nous avons 
pu opérer avec des corpuscules ayant subi un degré de purification 
trés poussé, nous trouvons f,= 12,3 min. et t, =4,3 min., ce 
qui donne %, = 1,17. C’est ce dernier chiffre que nous avons adopté 
comme représentant la meilleure approximation de la densité du 
virus. Cette valeur, trés inférieure a celle que nous avons donnée 
primitivement [24] en nous basant uniquement sur la numération 
des particules visibles 4 l’ultramicroscope, oblige 4 ramener la 
valeur du poids spécifique de la vaccine de 1,28 a 1,17. Nous 
trouvons ainsi une valeur assez rapprochée de celle de 1,16 altri- 
buée par d’autres méthodes au virus vaccinal par Smadel, Pickels 
et Shedlovsky [22]. 

En admettant pour valable la densité de 1,17, on est ainsi 
conduit 4 attribuer au virus vaccinal un volume spécifique de 0,854. 


DETERMINATION DE LA TAILLE ET DE LA MASSE 
DES ELEMENTS VIRULENTS. 


Connaissant la densité de la vaccine et les variations du rap- 
port C:/Co établies dans les expériences préliminaires pour le 
calcul de la constante de sédimentation, on peut maintenant appli- 
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quer 4 Ja détermination de Ja taille du virus vaccinal la formule (1) 
dérivée de la loi de Stokes. On trouve ainsi la valeur 
d = 240 mu. 


N 


On pourrait objecter 4 nos expériences que les différents temps 
de centrifugation essayés étant séparés par des intervalles de 
deux minutes, la marge d’erreurs sur le temps est assez grande 
par rapport a la durée totale de la centrifugation. En réalité, nous 
n’aurions pas augmenté la précision des résultats en utilisant des 
temps de centrifugation séparés par des intervalles d'une minute 
ou de trente secondes, les variations du rapport C;/C> devenant, 
dans ce cas, inférieures au seuil de la réceptivité de Vanimal sen- 
sible. L’examen de nos tableaux nous montre, au contraire, en 
tenant compte de la statistique des réponses données par les ani- 
maux, que l’erreur sur le temps dans la détermination de Ja chute 
dune puissance de 10 de nos suspensions vaccinales ne doit pas 
dépasser le tiers d’une minute, soit At = + 0,3 min. 

Le calcul théorique suivant donne l’erreur A d sur Je diamétre d 
des particules en fonction de At. On sait que : 


K 
——= (10) 
ve 
Vow : 
1d 
Ad=— 5 Al. (11) 


Ce qui donne, si At = +'0;8 : Ad = p+ 8 mu, soit, par conse 
quent, pour les dimensions du virus vaccinal; un diamétre compris 
entre les valeurs extrémes de 232 et 248 mp» encadrant la valeur 
moyenne de 240 mu. 

Cette valeur du diamétre moyen des particules nous permet, en 
attribuant a ces derniéres une forme sphérique, de calculer la 
masse moyenne d’un corpuscule vaccinal. On a 


4 ady' 
Rs a3 (5) Sy ; (12) 
dot 


: 
Pirnds S146 XK (1,2 KX 10 — 5) AAT ee 8510 — 1 


Si on compare ces chiffres 4 ceux des expériences de Smadel, 
Rivers et Pickels [23], qui ont affecté au poids du virus vaceinal 
une valeur 8.10—** g., on ne peut manquer d’étre frappé de la 
similitude de résultats obtenus, Jes uns et les autres par ultracen- 
trifugation, mais au moyen de techniques trés différentes. Enfin, 
si on examine l’ensemble des recherches portant sur le virus vac- 
cinal telles qu’elles sont rapportées dans le Trailé des Ultravirus 
des Maladies animales {24], spécialement daus Jes articles de 


Grabar (p. 152) et de Bonét-Maury (p. 211), on constate qu'il 
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. 
existe maintenant un assez grand nombre de mensurations de la 

taille des corps élémentaires de la vaccine, tant par lultracentri- 

fugation que par l’ultrafiltration, la micrographie en ultra-violet, i 
irradiation par les rayons X ou les rayons a du radium, ainsi y 
que par la micrographie électronique ; l'ensemble des résultats iF i 
les plus récents s’accorde pour attribuer au diamétre des parti- thee 
cules vaccinales une taille allant de 230 & 260 millimicrons. ; ae 


~ pe 7 ¢ — 4 pil r 
CONCLUSIONS. een 
. Ss bi 


I, La méthode de. Smadel et Wall permet de préparer des sus- 
pensions de corps élémentuires vaccinaux ayant un degré de pureté i, 
relative. o 

Hi Pl 

Il. Ces suspensions contiennent néanmoins en abondance des ea 
« corpuscules normaux » dépourvus de virulence, dont la présence ey hie 
est un élément d’erreur dans la numération des corpuscules viru- eee 
lents par une méthode optique (microscopie en fluorescence). : 

IIL. Au cours de la centrifugation, la virulence décroit plus vile 
que le nombre des corpuscules dénombrés et l’on voit parallélement “ 


raccinogene. Vinee 
Il en résulte qu indépendammeni d’autres causes d erreurs expé- ea 
rumentales (profondeur de la cellule de quartz variant a chaque ee) 
numéraiion), la numération des corpuscules ne peul étre relenue ola 
sans controle pour la détermination des constantes physiques du . capt 
virus vaccinal. ea; 
IV. En appliquant la méthode de centrifugation sans observa- Be 
tion directe précédemment décrite, avec contréle de la virulence eek « 
par inoculations intradermiques multiples a Vanimal, nos expé- 
riences permettent d’atiribuer au virus vaccinal les constantes pliy- 
siques suivantes : . 
Constante de sédimentation a 20° : 54.10—" em./sec./dyne. ar 
Poids spécifique : 1.17. é 
Volume spécifique : 0,851. a 
Diametre particulaire moyen : 240m. ’ sie 
Masse moyenne dun corpuscule : 8,5.10— q. a fides 
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COMPARAISON DES TOXINES ELABOREES 
PAR DEUX SOUCHES DE BAC/LLUS PERFRINGENS (‘) 


par Mayxis GUILLAUMIE, A. KREGUER et M. FABRE, 


(institut Pasteur.) 


Depuis les travaux de P. Achalme (1891), de Welch et Nutall 
(1892), de Frenkel (1893), de Veillon et Zuber (1898), le réle 
important joué en pathologie humaine par le Bacillus perfrin- 
gens (1) a retenu l’attention de beaucoup d’auteurs. Les effets 
hémolytiques, neurotoxiques et myolytiques exercés par cet anaé- 
robie ont été maintes fois étudiés. Dés 1910, Rosenthal a entrepris 
des recherches sur les propriétés des sérums anti-perfringens 


obtenus en injectant 4 des chevaux des doses croissantes de culture | 


de B. perfringens ; puis, indépendamment, Klose (1916), Bull et 
Pritchett (1917), Weinberg et Seguin (1917) ont utilisé avec succés 
la toxine perfringens filtrée pour immuniser les animaux. 
D’aprés Bull et Pritchett (1917), la toxine perfringens contient 
deux substances nocives, thermolabiles : une qui détruit les glo- 
bules rouges et une autre qui n’altére pas le sang mais dont 


Veffet est cependant fatal; cette derniére agit sur le derme, les 


muscles et les vaisseaux ; tres rapidement elle produit de |’ cedéme 


et de la nécrose. Bull et Pritchett estiment que Vhémolysine n’est 


pas l’agent toxique essentiel des cultures filtrées de B. perfringens 
et démontrent que l’antitoxine perfringens neutralise non seule- 
ment l’hémolysine mais aussi la substance nécrosante élaborée 
par le B. perfringens (2). 

M. Weinberg et M. Nasta ont essayé de séparer les composants 
des toxines inégalement hémolytiques produites par le B. perfrin- 
gens ; dans leur travail sur le réle des hémolysines dans |’intoxi- 
cation microbienne, ces auteurs ont signalé en 1920 que la toxine 


(*) Communication présentée 4 la séance du 1% juillet 1943 de 
l’Association des Microbiologistes de Langue Frangaise. 

(1) Synonymes : B. aerogenes capsulatus ; B. phlegmonis emphyse- 
matose ; B. welchii ; Clostridium welchii. 

(2) Carrol G. Burt. et Ida W. Prircnettr, J..exp. Med., 1917, 26, 119. 
— Carrol’ G. Burz, C. R. Soe. Biol., 1917, '80, 957. 
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perfringens est formée d’une hémolysine et d’une fraction non 


hémolytique el insisté sur l’action léthale de l’hémotoxine :3). 

Henry (1923) a proposé de dénommer « myotoxine » l’agent qui 
provoque les lésions musculaires observées apres injection de 
toxine perfringens. Pour cet auteur, de méme que pour Bull et 
Pritchett, les actions hémolytiques et nécrosantes de la toxine 
du B. welchii sont causées par deux substances différentes ; 
Henry a pu les dissocier en traitant la toxine perfringens par des 
fragments de muscle, mais sans aboutir cependant a une sépa- 
ration totale (4). 

A. Schnayerson et S. Samuels (1930) signalent que le B. per- 
jringens engendre deux hémotoxines : l’hémolysine A, active in 
vitro et probablement in vivo et hémotoxine B, active surtout 
in vivo (5). ) 

Wilsdon cependant admet que la toxine du B. perfringens ne 
contient qu’un antigéne : il le désigne en 1931 par la lettre W. 
En 1933, Glenny, Barr, Llewellyn-Jones, Dalling el Ross établis- 
sent que l’action léthale des toxines perfringens quwils ont titrées 
est produite par un seul antigéne : ils le désignent par « et mon- 
trent quwil est responsable des effets hémolytiques et nécrosants 
de la toxine totale. R. Prigge (1936-1937) a considéré au contraire 
que les cultures filtrées de B. perfringens contiennent au 
moins deux toxines différentes : la toxine g (hémolysine) et 
la toxine %; au constituant £, tout a fait distinct de ’hémotoxine ag, 
R. Prigge a principalement attribué l’action léthale des cultures 
filtrées (6). D’aprés S. Stewart (7), le B. perfringens produit deux 
hémolysines décelables in vitro : Vune nocive pour les hématies 
de mouton et de souris, |’autre pour les hématies de souris seu- 
lement. De nos recherches montrant que le titre anti-hémolytique 
d’un méme sérum anti-perfringens peut dépendre de l’échantillon 
de toxine utilisé dans le titrage in vitro (8) nous avons conclu 
que les échantillons de toxine que nous avons préparés a partir 
du bomllon Vf ensemencé avec la méme souche de B. perfringens, 
la souche Lechien, contenaient a des taux variés plusieurs sub- 
stances hémolytiques in vitro vis-i-vis des hématies de mouton. 
J. Ipsen, M. Llewellyn Smith et Sordelli ont déduit de leurs 
litrages que Vaction hémolytique in vitro de la toxine perfringens 
est produite 4 la fois par Vantigéne 2 et par Vantigéne f. 


(3) M. Wernsera et M. Nasta, ces Annales, 1920, 34, 690. 

(4) Herbert ‘Henry, J. Path. ae Bact., 1922°-255 = tbedi 19238 06: 
497. 

(5) A. Scunayerson et S. Samurrs, J. Imm., 1980, 48, 141. 

(6) R. Pricce, Zeitschr. Immunitdtsf., 1936, 89, 477; Thid., 1937, 
91, 457. 

(7) S. Srewarr, Publ. Health Reports, 1940, 55, 753. 

(8) Maylis Gumiaumir, ces Annales, 1941, 66, 329. 
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Les résultats signalés a partir de 1936 par M. Weinberg et ; ‘= 
-M. Guillaumie (9) sur le dosage de nombreux échantillons de | eet 
_toxine perfringens produits par la souche Lechien et sur les Ate 
valeurs antitoxiques d’un méme sérum anti-perfringens titré com- 
_parativement avec ces divers échantillons, ont permi de conclure 
que les toxines élaborées par la souche Lechien renferment en 
-dehors de Vhémolysine x non seulement l’antigéne léthal ¢ mais 
encore un aulre antigéne trés nocif pour la souris. Nos recherches 
-ont en effet établi les faits suivants : 1° le titre d’une toxine 
: . ma , , es 
perfringens dépend souvent beaucoup du sérum étalon anti- 
_ perfringens employé dans le dosage sur souris (tableau I) ; inver- 
4 Tasteau 1. — Waleurs comparées de la dose-test de treize échan- 
tillons de toxine perfringens titrés avec le sérum étalon interna- 
tional et deux sérums étalonus francais. Titrage de deux sérums 
anti-perfringens avec une dose-test internationale de différentes 
toxines (dosages sur souris, injecticns intraveineuses). 
ES ACTIVITE 
a VALEUR INITIALE ShReC 
de la dose-test déterminée meee ae ¥ 
Le avec le sérum étalon anli-perfringens 
ECHANTILLON be 
minima mortelle ¥. e ; 
de toxine capRS =n aS 2 re 
as (en mg.) cS 80 mn 2D nf =e S$ 
; ape Ose pad ie ieee 
E9. 0,14 2,65 a2 eg 
2 BAS. 0,410 aS) 2,8 ae 
Ejl. 0,07 3,4 1 ee 
+ 
E3! A 2 4,2 150-175 350-400 d 
-| E13. 1,7 4,73 400 
= K37. 2,6 2,6 110-125 450-500 sf 
_ | E40. 1,5 1,5 we 
| gps. 1,7 1,2 | 100-110 | 400-450 aN 
Byoey. dined 0,75 350 4 
E3t. 1,05 | 0,65 110 20-250 (es 
E42 2.55 3 250 300 a 
P24 Weds 0,65 110 100-110 ' 
ae fee 0,75 -| 150-478 | 4130-140 re 
4 en 
a SE ES ST SE ST SE ATS. ” 
k 
(9) C. R. Soc. Biol., 1936, 123, 661 ; Ibid., 1937, 426, 6563 CR. Acad: 7, 


_ Sci., 1937, 204, 1012; Bull. Org. d’Hyg. Soc. des Nat., 1938, 7, 883; Rev. fa 
Immunol., 1939, 5, 5; Bull. Acad., Méd., janvier 1939, 424, 20. Dans 

‘Varticle paru en 1939 dans le tome 421 du Bull. Acad. Méd., lire a 

“Ja fin de la 34° ligne de Ja page 24 : sérum Gtalon national, au lieu de : 

sérum étalon international. — Maylis Gumiaumis, ces Annales, 1941, 

«66, 204. 
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sement, le titre antitoxique d’un méme sérum anti-perfringens 
peut varier considérablement avec |’échantillon de toxine homo- 
logue utilisé dans les titrages uw: vivo réalisés comparativement 
(tableaux I et II); 2° J’activité hémolytique des toxines et le 
litre anti-hémolytique des sérums étudiés n’expliquent pas la 
diversité des résultats sur souris. Dans tous ces titrages, nous 
nous sommes servis d’eau physiologique pour dissoudre les 
toxines et diluer les sérums. 

Aprés avoir mis en évidence des différences de constitution 
entre divers sérums anti-perfringens, nous avons émis |’opinion 
que, pour comparer.la valeur antitoxique des sérums préparés 
dans différents Instituts, il conviendrait de spécifier la richesse des 
sérums en anticorps vis-a-vis de chacun des antigénes essentiels 
de la toxine perfringens, mais, ajoutions-nous, cela ne sera guére 


possible que lorsqu’on aura dissocié et purifié les constituants des | 


toxines. Par de nombreux exemples nous avons montré que les 
résultats obtenus en déterminant sur souris le titre antitoxique 
dun méme sérum anti-perfringens avec les toxines extrémement 
complexes que produit la souche Lechien, présentaient fréquem- 
ment entre eux des écarts de 30 a 50 p. 100 ; nous en avons méme 
signalé qui différaient de 60 4 93 p.,100. Ainsi, le sérum anti- 
perfringens 415 contient 700 unités antitoxiques d’aprés les dosages 
effectués sur souris avec la toxine E 16; il en contient 350 a 400 
ou seulement 50, suivant que le titrage par Ja méthode des injec- 
tions intraveineuses 4 la souris est réalisé avec la toxine E 81 ou 
avec la toxine E 24. D’aprés les titrages faits in vitro avec la 
toxine E 31, ce sérum titre 1.000 4 1.200 unités anti-hémolytiques, 
et le sérum 135, 20 unités seulement (10). 

Dés 1939, J. Ipsen, M. Llewellyn Smith et A. Sordelli (11) 
reconnaissent que les travaux publiés a partir de 1936 par 
M. Weinherg et M. Guillaumie indiquent que le facteur léthal des 
toxines engendrées par la souche Lechien n’est pas une entité. 
La méme année, J. Ipsen et R. Davoli désignent par » lantigéne 
que cette souche élabore en méme temps que V’antigene ¢%; ils com- 
pletent le titrage de la toxine E 27 préparée par M. Guillaumie 
avec la souche Lechien et poursuivent aussi Vexamen des 
sérums 415 et 135 de l'Institut Pasteur de Paris ; d’aprés ces 
auteurs, le sérum 415 titre 220 a 250 unités anti-, et le sérum 135 
en contient 320. 

Au cours de travaux importants, qui ne nous sont parvenus 
quau mois d’octobre 1941, J. Ipsen a noté en 1939 les résultats 
qu’il a observés en titrant des sérums anti-perfringens soit avec 
4 toxines préparées dans divers pays avec des souches diffé- 


(10) Maylis Guimmiaumiz, ces Annales, 1941, 66, 344. 
(11) J. Ipsey, M. Liewertyy Smirn et A, Sornerx1, Bull. Org. d’Hyg. 
Soc. des Nat., 1939, 8, 859. 
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renies (12), soit avec 10 toxines élaborées par la souche SS de 
Copenhague (13). J. Ipsen et R. Davoli (14) ont utilisé compa- 
raltivement des toxines qu’ils ont préparées avec la souche Lechien 
de VInstitut Pasteur. Ces investigations mettent en évidence les 
faits suivants : a) les valeurs antitoxiques attribuées a un méme 
sérum anti-perfringens au cours des titrages faits avec des toxines 
préparées avec des souches de Copenhague, Francfort et Bec- 
kenham présentent des divergences maxima de 30 et 33 p. 100 
(titrages sur souris) : les résultats des dosages indiquent I’ activité 
-antizétatoxique du sérum examiné ; aucune des toxines employées 
dans ces recherches ne contient de quantités appréciables 
d’antigéne 4 ; 6) il existe quelquefois des écarts de 90 p. 100 entre 
les résultats des titrages réalisés sur souris avec des toxines 
produites par la souche Lechien ; cette observation confirme donc 
les nétres. De lenquéte poursuivie 4 Copenhague se dégage par 
conséquent la notion que les souches couramment utilisées au 
-Danemark, en Allemagne et en Angleterre élaborent des toxines 
moins complexes que celles de la souche Lechien de 1’Institut 
Pasteur 4 Paris. : 

Aprés avoir pris connaissance de ces faits, nous avons ense- 
mencé divers milieux (15) avec la souche de B. perfringens de 
_Copenhague, la souche SS; nous avons comparé les propriétés 
des cultures de la souche Lechien employée dans les mémes 
conditions : nous avons utilisé des digestions chlorhydropepsiques 
de foie additionnées de peptone et de glucose aux doses habi- 
tuelles ou des bouillons Vf glucosés auxquels nous avons ajouté 
1,5 p. 1.000 de sang desséché ; aprés ensemencement, les milieux 
nutritifs ont été placés dans un thermostat a la température 
de 33-34°. 


Zz PouvoIR PATHOGENE DES CULTURES DE B. perfringens 
i PREPARKES AVEC LES soucHES LECHIEN ET SS. 


Les deux souches de B. perfringens que nous avons étudiées 
sont pathogénes pour le cobaye ; d’aprés nos dosages, réalisés 
par le procédé des injections intramusculaires 4 cet animal, la 

souche Lechien est moins virulente que la souche SS. En effet, 
les cultures de vingt-deux heures de Ja souche Lechien tuent le r 
cobaye a la dose de 1/20 de centimétre cube ou de 1/40 de centi- 
“métre cube : dans la plupart des cas la mort survient dans les . 

vingt-quatre, trente-six ou quarante heures qui suivent Vinocula- 


(12) J. Ipsrn, Bull. Org. d’Hyg. Soc. des Nat., 1939, 8, 890. 
— (18) J. Ipsen, ibid., 1989, 8, 917. 
(14) J. Ipsmn et R. Davorr, ibid., 1939, 8, 899. 

(15) Maylis Guittaumm, C. R. Soc. Biol., 1942, 136, 74; ces Annales, 
1944, 70, 86, tableaux JII et VI. 
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tion infectante, parfois en trois jours; le muscle de la cuisse 
infectée est enticrement désagrégé. Les cultures de vingt-deux 
heures de la souche SS tuent aux doses de 1/60, 1/80, 1/100 de 
centimetre cube et quelquefois a celles de 1/140 et 1/150 de centi- 
métre cube; les cobayes succombent en général en dix-huit a 
vingt heures, présentant des lésions myolytiques intenses dans la 
région inoculée (16). Insistons sur le fait que dans tous ces titrages 
nous n’avons fait subir aucun traumatisme aux muscles de la 
cuisse avant d’injecter les doses de culture que nous venons de 
mentionner. 


ae 


ToxiciT&é DES CULTURES CENTRIFUGEES. — Dés la sortie de l’étuve, 
les cultures sont centrifugées deux ou trois fois et le titrage des 
toxines ainsi oblenues est immédiatement commencé. En compa- 
rant, par la méthode des injections intraveineuses a la souris, Ja 
nocivité des toxines élaborées en vingt-deux heures par les 2 sou- 
ches ensemencées dans 8 bouillons préparés depuis quelques jours 
ou depuis huil & quinze mois, nous avons nolé les faits suivants : huit 
fois les toxines obtenues avee la souche Lechien ont été moins 
nocwwes que les toxines préparées avec la souche SS, tout en étant 
aussi hémolytiques ; deux fois la toxine de la souche Lechien a 
été aussi nocive in vivo que Ja toxine de la souche SS (20 a 
30 D. M.) et une seule fois plus nocive : elle contenait, par centi- 
métre cube, 30 4 40 D. M., alors que la souche SS n’avait produit 
dans le méme bouillon qu’une toxine renfermant 20 D. M. par 
centimétre cube. Dans la premiére éventualité, les 8 toxines de 
la souche Lechien titraient 15 4 380 D. M. par centimétre cube et 
celles de la souche SS, 40 4 60. Pour compléter le paralléle entre 
les propriétés toxinogénes des souches Lechien et SS il serait inté- 
ressant d’ensemencer Ja souche SS dans des bouilllons compa- 
rables & ceux qui nous avaient antéricurement permis d’obtenir 
avec la souche Lechien des toxines contenant 40 4 60 D. M. par 
centimetre cube (17) ct méme quelquefois 60 a 70 (18) ; précisons 
que la nocivité de ces toxines de titre élevé était abaissée de 15 a 
25 p. 100, parfois de 35 p. 100, au cours de la filtration sur bougie 
cs Chamberland IL 2. 


(16) Au cours de ces expériences comparatives, nous avons ensemencé— 
les deux souches dans les mémes bouillons et déterminé sur souris 


a la nocivité des cultures centrifugées vingt-deux heures apres l’ense- 
mencement : les cultures de la souche Lechien contenaient, apres cen- 
Be. trifugation, 20 D. M. par centimétre cube et les cultures de Ja 
~ souche SS, 40 4 50 ou 50 D. M. par centimetre cube (injections intra- 


voineuses). 

(17) Maylis Gumnaumir, ces Aree 1941, 66, 225 ct 374. — Maylis 
Guitraumig, M. Fasre et G. Cuarves, C. R. Soc. Biol., 1941, 135, 909. 

4 i (18) Maylis Gurnaumie, ces Annales, 1941, 67, 135; ibid., 1942, 68, 
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Dans quelques expériences, nous. avons délerminé [activité 
léthale des toxines engendrées par la souche SS pendant le déve- 
loppement de la culture a 33-34°. Ne disposant pas d'un nombre 
suifisant de souris, nous n’avons pas étudié comparativement la 
nocivité des toxines élaborées simultanément par la souche 
‘Lechien dans les mémes bouillons. Rappelons toutefois que nous 
uvons constaté, au cours de recherches réalisées en 1939, que les 
loxines produites a 33-34° par la souche Lechien dans des bouil- 
lons Vi glucosés additionnés de sang desséché alteignaient leur 
nocivité maxima entre dix et quatorze heures apres l’ensemen- 
cement (19) ; dans des bouillons glucosés et tamponnés nous avons 
obtenu en quatorze heures des toxines contenant 45 a 50 D.M. 
par centimétre cube. Pour déterminer avec quelle vitegge Na 
souche SS fait la synthése de la toxine perfringens, a 38-34°, 
dans le bouillon Vf additionné de 1 p. 1.000 de glucose el 
de 1,5 p. 1.000 de sang desséché — milieu trés favorable a 
la toxinogénése — nous avons réparti ce bouillon. par quantités 
de 40 c. c. dans des tubes droits de 50 c. c., d’aspect semblable : 
méme diamétre (22 mm.), méme qualité de verre. Nous avons 
ensemencé tous les tubes dans des conditions analogues ; cing 
heures apres l’ensemencement, nous avons mélangé et centri- 
fugé les cultures de 2 tubes ; nous avons procédé de méme, rcs- 
pectivement, au bout de sept, neuf et vingt-deux heures. Les 
litrages sur souris de 17 4 20 g. ont été effectués aussit6t aprés 
la centrifugation. Dans plusieurs cas nous avons ensemencé com- 


parativement le méme bouillon Vf réparti par quantités de 4 litres 


dans des flacons de 5 litres. D’aprés nos observations, la nocivité 
des toxines préparées avec la souche SS atteint son maximum 
sept heures environ aprés l’ensemencement, puis la nocivité 
diminue plus ou moins pendant les heures suivantes. Nous don- 
nons dans le tableau II le nombre de doses mortelles contenues 
dans 1 c. c. des toxines que nous avons centrifugées au cours des 
expériences 3, 5, 8 et 9, et dans le tableau VI activité hémoly- 
tique des toxines des expériences 3 et 5. D’aprés ces deux 
tableaux la toxine de l’expérience 5 contient déja 40 a 50 D. M. 
et 2.500 D. H. par centimétre cube sept heures aprés Pensemen- 
cement. 

Les toxines élaborées par les souches’ Lechien et SS dans le 
bouillon Vf glucosé a 1 p. 1.000 perdent toute nocivité pour la 
souris au cours d’un chauffage d’une heure 4 100°. Lorsqu’elles 
renferment de2a15 D.M. par centimétre cube aprés un court chauftage 
de cing minutes a 100°, les sérums anti-perfringens neutralisent 
cette nocivité. Elles ne contiennent donc pas de « pseudo-toxine » 
On désigne sous ce nom un composé mis en évidence par Klose 
et par Wassermann dans les cultures de B. perfringens : il est 


(19) Ces Annales, 1941, 66, 364 4 370. 
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Tasieau Il. — Activité léthale de la toxine perfringens élaborée par la 
souche SS dans des bouillons répartis en tubes de 50 c.c. ou 
dans des flacons de 5 litres. Titrages au cours du développement. 


DOSES MORTELLES 
par centimétre cube de toxine centrifugée 


AGE 


2) 


Expérience 5 


de la culture VOLUME 


bre 1942) 


centrifugée du bouillon ensemencé 


(VE 


(VE 
du 16 décem 


du 14 janvier 194?) 


(en heures) 


(Vf 
du 14 juin 194 


Expérience 3 
Expérience 8 
(ve 
du 2% février 1943) 
Expérience 9 
Expérience 10 
(vf 
du 15 mars 19'3) 


| 
| 
| 


80c.c.(2tubes de 50c.c.).| 20 {30 a 40 
) 80c.c.(2tubes de 50c.c.).| 30 |40 a 50 
4 litres (flacon de 5 litres). 40 a 50 
80c.c. (2tubes de 50.¢.c.).}20 & 25) 40 
4 litres (flacon de & litres). 
80c.c. (2tubes de 50c.c.).} 20 20 
4 litres (flacon de 5 litres). 40 


nocif in vivo, stable 4 100°, non spécifique ; Kojima a montré 
ensuite qu’il n’est pas dialysable et qu’il apparait au cours du 
développement du B. perfringens dans des bouillons trés sucrés 
(Bioch. Zeitsch., 1922, 128, 519). Les recherches de Kendall et 
Schmitt et celle de Shiraishi permettent de penser que cette pseudo- 
toxine thermostable est une substance analogue a l’histamine (20). 
Ajoutons & ces données qu’un chauffage de 5 minutes a 100° a fait 
disparaitre l’effet hémolytique et l’action léthale des solutions dans 
l'eau physiologique des 2 toxines perfringens précipitées par le 
sulfate d’ammonium que nous avons examinées & ce point de vue. 


Antickne %. — Pour évaluer le titre antitoxique des sérums anti- 
perfringens, l'une de nous a préparé, a partir du bouillon Vf, de 
nombreux échantillons de toxine avec la souche Lechien et 
7 échantillons avec la souche SS. Ces diverses toxines ont été 
précipitées par le sulfate neutre d’ammonium et, aprés dessicca- 
lion, titrées sur souris de 17 a 20 g, (injections intraveineuses). 
Nous avons désigné par « dose-test » ou par L + le poids de 
toxine qui aprés une heure de contact a 87° avec une unité anti- 
toxique du sérum étalon international tue environ la moilié des 


(20) A. I. Kenpary et F.O. Scumirr, J. infect. Diseases, 1926, 39, 250. 


— A. I. Kenpaux, Proced. Soc. exp. Biol. a. Med., 1927, 24, 316 et 492, — 
S. Suirmarsni, Japan. J. exper. Med,, 1931, 9, 613. 
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Tasueau Ill. — Valeurs antitoxiques attribuées &2 un méme sérum 
anti perfringens. Titrages effectués comparativement avec une 
dose-test internationale de vingt-quatre échantillons de toxine 
préparés a des dates variées avec la méme souche de 8#. perfrin- 
gens : la souche Lechien. 


VALEURS ANTITOXIOUES TOXINE perfringens EMPLOYEE 
atlribuées au sérum 415 a 
Valeur 
(unités) Numéro de l’échantillon de la dose-test (L +) 
(en mg.) 
ti ld fe a | ee ee ee 

700 Me STS eege E16 1,8 
Oh St Se Ae eas GEGEN Treen E39 Pah) 
S10 UR, SC Ee <a eee ae E4t 459 
DOO ARES he tr body ex. P28 259 
OAL. a RNa et ade ee E27 
VEST) Weteslsy 11) ee cap am iat oe Has 2,6 
2ST | ees ee E14 1,8 
ES) Did oe Cae ore eee ee E22 4,45 
es eh tetera PD eis AO sa eS B35 453 
HA) OO OM ae tka wi Secs at haa E28 Ne a 
LAU e cur ttsuces sarees aeons cite fr E413 od 
NY 3 ae ent ae E{s 202 
ZOU PE A see .4( Me ote ke Bie: E32 sleet 
JANI 2 aaa ge 5 Auea Rp erg P29 3,2 
SOUEHOUM earcl wad go Retes” earn E3t in 
SOV AO Oi eee one NOUS Pees ea E36 1,6 
SEALS oe 9 ceed Oat lace E33 1,3 
DOOR OUU beer ekee te aie! 18 “al? oi. E42 2,55 
OOD 0Mat ye sriek ae oe E34 1,05, 
BOQ SINE pe hee ante. oa) ltt 6 P24 dl yo 
SEXES ANON) Sie I acerca Base P25 1,39 
50 Site Sb ee ee eee E 24 3,6 
BUSOU ees ee ata CR sel te E25 3,4 
UES eee Oe ee ere E26 Bint) 


souris auxquelles un tel mélange est injecté. Dans le tableau II 
nous indiquons les valeurs antitoxiques attribuées au sérum 415 
au cours des titrages effectués sur souris avec une « dose-test » 
de 24 échantillons de toxine perfringens préparés avec Ja souche 
Lechien et dans le tableau IV celles que nous avons trouvées en 
titrant les sérums 135 et 415 avec une « dose-test » de 4 échan- 
tillons de toxine perfringens préparés avec la souche SS dans du 
bouillon Vf additionné de fragments de foie cuit. Avant d’exa- 
miner comparativement ces deux tableaux nous devons préciser 
ce que représentent les valeurs antitoxiques inscrites dans le 
dernier et, par suite, rappeler les faits suivants : Glenny. Barr. 


Taptrac IV. — Valeurs anti-zétatoxiques attribuées 4 deux sérums 
anti perfringens. Titrages effectueés avec une dose-test (L +) de 
quatre échantillons de toxine préparés avec la méme souche de 
B. perfringens : souche SS. 


TITRE 
anti zétatoxigue 
de 2 sérums 
anu perfringens 


onales) 


(unilés 


Sérum 415 


3s 
= 
3 
a 


internati-nales) 


Numéro 


ECHANTILLON DE TOXINE perfringens 


~ 


Valeur 
de la dose L + 
(en mg.) 


Valeur 
de Ja dose L N/10 


(en mg.) 


L+ 


Valeur 
an) he 


u rappor 


. 


63 


FY 65-70 
ote, 4 63-65 
60 63 


a 
ey 
mie Woo 


; Llewellyn-Jones, Dalling et Ross (21) ont effectué des titrages 
_ in vivo sur souris et sur cobaye et aussi des dosages in vitro 
6 pour déceler les différents antigénes élaborés par les divers types 
_ de B. perfringens (A, B, C, D); au cours des titrages in vivo, is 
a ont comparé les résultats obtenus en procédant 4 des injections 
if intraveineuses a la souris et a des injections intradermiques au 
oes) cobaye ; J. Ipsen et R. Davoli ont appliqué une telle maniére de 
xy” faire aux toxines produites par les deux souches qui nous inté- 
é ; ressent ici : les souches Lechien et SS. D’aprés Ipsen et Davoli, 
la nécrose jaune que l’on observe sur la peau des cobayes apres 
injecion intradermique de ces toxines est provoquée uniquement 
; par Vantigéene ¢. Ces auteurs ont désigné par L N/10 le poids de 
" toxine qui mélangé a 1/10 d’unité antitoxique du sérum étalon 
hi anti-perfringens international délermine sur la peau épilée du 
Bs cobaye une nécrose jaune de 5 x 5 mm. (injection intradermique). 
¢ Le poids LN est caleulé en multipliant L N/10 par 10. 

Pour les toxines & facteur % prédominant la valeur L N_ ainsi 
caleulée est peu différente de celle de la dose L + précisée au 
os cours des titrages sur souris ; dans ce cas, le rapport LN : L + 
/ est voisin de Punité. Nous avons déterminé, sur souris, la valeur 
L + des toxines ES 1, ES 3, ES5 et ES 6 que nous avons pré- 


pre. (21) A. T. Guenny, Mollic Barr, Mona Limwenryy-Jones, T. Dannie 
ie et-Helen Ross, J. Path. a. Bact., 1988, 37, 58 A 74. 
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parées avec la souche SS dans du bouillon VI additionné de foie 
cuit et, sur cobayes, la valeur LN/10 des mémes toxines. Le 
rapport entre les valeurs LN et L + de ces toxines élant respec- 
hvement égal A 1,3, 1,2 et 1,1, ces 4 loxines sont riches en 
antigéne ¢. Mélangées a des sérums anti-perfringens d’activité 
meonnue, elles permettent d’évaluer leur teneur en anti- 
toxine ¢, soit par le procédé des injections intradermiques au 
cobaye, soit par celui des injections intraveineuses a la souris. 
Les valeurs antitoxiques que nous avons trouvées en titrant sur 
souris les sérums 135 et 415 vis-a-vis de chacune de ces toxines 
représentent done le titre anti-zétatoxrique de ces sérums ; nous 
avons noté dans les deux premiéres colonnes du tableau LV les 
résultats de ces titrages : ils cadrent avec les déterminations faites 
par Ipsen et Davoli avec des toxines préparées avec la souche SS 
dans le milieu de Walbum et Reymann. D’aprés les publications 
de ces auteurs, le sérum 135 contient 56 a 80 unités anti~ et le 
titre du sérum 415 est de 35 a 50 unités anti-Z. 

L’examen simultané des tableaux III et IV montre que les 
titrages sur souris effectués avec les toxines de la souche Lechien 
attribuent une seule fois au sérum 415 un titre voisin de ceux qui 
sont trouvés au cours des dosages réalisés avec les toxines de la 
souche SS; deux fois des titres légérement supérieurs et vingl 
fois sur vingt-trois des titres nettement supérieurs a la teneur 
réelle de ce sérum en antitoxine ¢. De cette comparaison nous 
‘déduisons que les toxines issues de la souche Lechien contiennent 
généralement moins d’antigéne © que celles de la souche SS. Elles 
sont cependant trés nocives pour la souris : en effet, la valeur 
moyenne de la dose-test de 34 toxines que nous avons titrées avec 


--le sérum étalon international a été de 1,9 mg. Les 23 exemples 


qui figurent dans le tableau IIT attestent que les valeurs extrémes 
de la dose-test sont de 1,05 et 3,9 mg. Voici en détail quelques- 
uns de nos résultats 


1° En 1939, la dose-test de la toxine E 28 était égale 4 1,7 mg. et 
la valeur de la D.M.H. de cette toxine était de 0,0005 mg; en 
yérifiant, deux ans plus tard, l’activité de cette toxine, nous avons 
trouvé les valeurs suivantes : L + =1,7mg.; D. M. H. = 0,004 mg. ; 
D. M. M. = 0,085 mg. 

2° Caractéristiques de la toxine E 39 : a) toxine fraichement préparée : 
L+ =2,15 mg.; D.M.H. = 0,0006 mg. ; 6) toxine préparée depuls 
deux ans :L + = 2,2meg.;D. M. H. = 0,004 mg.; D. M. M. = 0,095 mg. 

3° Caractéristiques de la toxine £42 : a) titrages effectués en 1940 
L + =2,55 mg.; D.M.H. =0,0015 mg.; 6) titrages effectués en 
1942.: L + = 2,6 mg.; D.M.H. = 0,006 mg. ; D. M.M. = 0,075 mg. 


Nous avons déterminé aussi la valeur L N/10 de quelques toxines 
préparées avec la souche Lechien puis recherché si de telles 
foxines pouvaient servir 4 préciser par la méthode des injections 
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intradermiques sur cobayes le titre anti-zétatoxique des sérums 
anti-perfringens. En utilisant cette méthode et la toxine E 31 pour 
titrer le sérum 415, nous avons constaté que le dosage attribuait 
a ce sérum le-titre de 45 unilés anti-, résullat conforme 4 ceux 
des titrages réalisés sur souris avee des toxines a facteur prédo- 
minant engendrées par la souche SS. 

Kn titrant par le procédé des injections intradermiques au 
cobaye différents échantillons de toxine perfringens de la souche 
Lechien nous avons constaté que 4 échantillons déterminaient une 
escarre rouge en méme temps qu’une nécrose jaune. Deux autres 
faisaient apparaitre sur la peau du cobaye une légére tache de 
teinte grisdtre au centre de la nécrose jaune que provoque |’an- 
tigéne ¢; cette réaction particuliére a été produite méme par les 
toxines additionnées d’une quantité de cholestéro] qui diminuait 
de 90 p. 100 leur activité hémolytique vis-a-vis des hématies de 
mouton ou de cobaye, ce qui nous porte A croire qu’elle n’est pas 
occasionnée par l’hémolysine a. Au cours de ces essais nous avons 
ajouté a la solution des deux toxines 0,04 mg. de cholestérol par 
milligramme de toxine. Signalons aussi que cette dose de 


ces toxines. 


ANTIGENE 4. — D’aprés J. Ipsen et R. Davoli, l’antigéne 7 n’a pas 
d’effet nécrosant et l’hémolysine « détermine seulement une légére 
hémorragie cutanée au lieu d’inoculation. En principe, lorsque 
Vantigéne » est absent et l’antigene « est présent en faible quantité 
dans une loxine perfringens, la valeur du rapport LN: L+estégalea 
Punité. Ainsi que nous l’avons dit précédemment, la valeur de ce 
rapport varie de 1,1 4 1,3 pour les 4 toxines ES 1, ES3, ES 5 
et ES 6 que nous avons préparées avec la souche SS dans du 
bouillon Vf additionné de morceaux de foie cuit. Nous indiquons 
dans le tableau IV les caractéristiques des 4 toxines titrées en 
solution dans l’eau physiologique. Soulignons le fait que le 
rapport LN : L + de la toxine ES 6 est égal 4 1,1. Dans le 
tableau V nous notons les valeurs LN/10 et L + de différentes 
toxines préparées avec les souches Lechien et SS. Les valeurs 
du rapport envisagé oscillent entre 2,4 et 9 dans le cas des 
toxines produites par la souche Lechien dans Je bouillon Vf ordi- 
naire. Ce rapport est égal a 3 lorsqu’il s’agit de la toxine ES 7 
préparée avec la souche SS dans du bouillon Vf et il est égal 
4 2 ou 2,1 dans le cas des toxines ES 2 et ES 4 obtenues avec 
la souche SS dans des bouillons Vf contenant respectivement 0,08 
,, et 0,075 p. 1.000 de cholestérol. La D. M. M. respective des 
Bt. toxines ES 7, ES 2 et ES 4 est égale a 0,065, 0,09 et 0,11 me. Si 
nous considérons maintenant les valeurs de la D. M. H. des 
diverses toxines qui sont groupées dans les tableaux IV et V nous 
vovons que la D. M. H. de la toxine ES 7 en solution dans l'eau 


cholestérol n’a pas modifié sensiblement la valeur LN/10 de | 


vet a re Z i Ae § ceria Te By hee LF 
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physiologique, de méme que celle de la toxine ES 6, est égale 
a 0,004 mg. Done deux toxines comparables par leur activité 
hémolytique peuvent différer nettement par la valeur du rapport 
LN:L+. Il en est de méme des trois toxines E 31, E 34 et P 24 
préparées avec la souche Lechien ; leur D. M. H. est actuellement 
égale aussi 4 0,004 mg. et la valeur du rapport LN : L + varie 
entre 8 et 2,4. La D. M. H. des toxines P 25 et E42 produites 
aussi par la souche Lechien et égale a 0,005 mg. Quant a la 
toxine ES 4 élaborée par la souche SS, sa dose minima hémoly- 
tique au moment de la préparation était de 0,04 mg. et le rapport 
des doses LN et L + était égal a 2,1. 

Examinons a présent les valeurs antitoxiques des sérums 135 
ét 415 vis-a-vis de quelques-unes de ces toxines (titrages sur 
souris, veines ; utilisation d’eau physiologique pour dissoudre 
les toxines et amener les sérums aux dilutions voulues). Le titre 
du sérum 135 est de 100 unités que le dosage soit fait avec la 
toxine E 42 ou avec la toxine ES 4. Il est de 110 unités lorsque 
la détermination est éxécutée avec la toxine P 24. D’aprés les 
titrages effectués avec la toxine P 25, le sérum 415 contient 130 
a 140 unités ; il en contient 140 a 150 d’aprés le dosage réalisé 
avec la toxine ES 7; ces résultats, rapprochés du fait que l’acti- 
vité hémolytique de ces deux toxines en solution dans l’eau phy- 
siologique est du méme ordre et que Je rapport LN : L + de la 
premiére est voisin de celui de la deuxiéme, incitent a conclure 
que les toxines P 25 et ES 7 présentent beaucoup d’analogie. Les 
titrages de l’activité hémolytique in vitro, en présence de cystéine, 
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montrent que ces deux toxines différent par leur teneur en hémo- > 7s 
lysine oxydée (tableau V). mais cette particularité n’influence proba- ie 
blement pas !les résultats des 'tirages in vivo, tous réalisés avec des on 
toxines en solution dans l’eau physiologique. a 
Faisons remarquer en outre que le titre antitoxique du sérum 415 ( 

Pa 


déterminé avec la toxine ES7 différe de 75 p. 100 environ de 
celui que nous avons trouvé en utilisant la toxine ES 1 riche en 
antigéne €; nos recherches antérieures (22) avaient déja mis en 
évidence des discordances entre les valeurs antitoxiques attribuées 
au sérum 5 ou au sérum 25.984 au cours des titrages réalisés avec 
les toxines ES 1 et ES2 : nous avons par exemple signalé un 
écart de 50 p. 100 entre les résultats des dosages du sérum 25.984. / 
L’ensemble des données que nous venons d’exposer permet de 
penser que les toxines ES 2, ES4 et ES7 préparées avec la 
souche SS en l’absence de fragments de foie cuit contiennent des 
- qguantités appréciables d’antigéene + et que J’addition de cholestérol 
au bouillon Vf n’a pas empéché la souche SS de sécréter cet anti: 
gene. (Leur dose L + varie de 2 A 2,6 et leur dose IL N/10 de 


(22) Maylis Guitnaumie, A. Krecurr et M. Fasre, ces Annales, 1942, 
68, 517. 
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Tanteau V. — Valeurs comparées des doses L + et L N/410 de diffe- 
rents échantillons de toxine perfringens élaborés par les souches 
Lechien et SS. Résultats du titrage sur souris de deux sérums 
anti-perfringens avec une dose-test internationale (L +) de ces 
divers échantillons de toxine. 


| 
| 


: D.M.H. ACTUELLE B aneienee 
ECHANTILLON DE TOXINE perfringens de la toxine attribués a 2 séroms 
en solution anli-perfring ens 
3 4 | 
2 + = wo mo) ‘SEO 
° 2.9 onlay ee Fes Rico 23> 8 So 
= > ve) = t & 5] al oe < 
3 6 & | $92|8e8| 82 | sfa| abe] gs g= 
= @ So) Sha) Sse) S38 Poesia £8 £5 
, = ; z ao) i=: = 
ee erie | PSS ome ieee ee eee ee 
a © lost ay oS, ae 
a) a 3 ice] 
no] 
Lechien. | 4, > 0,01 0,0003 | 100-140 | 400-450 
Lechien. 3 EEE |e 0,004 | 0,0004 | 150-475 350-400 
Lechien. | 1,7- 0,002 | 0,001 400 
Lechien. 5 35 0,004 | 0,000% | 100-110 | 450-500 
Lechicn. 5 3 if 5 0,004 | 0,0008 110 2010-250 
Lechien. | 2,55 za! 5. 0,005 | 0,0006 100 250 300 
Lechien. p 2,4 0,004 | 0.0004 1410 100-140 
Lechien. 4s 3,2 0.005 | 0,0004 | 450-475 | 130-440 
SS. 5 mS) 
Ss. : D2 : 100 60-65 
ssi | 28 2 | 400-140 | 140-450 
0,52 a 0,80.) Rappelons que J. Ipsen et R. Davoli n’ont pas pu 
mettre en évidence Vantigene 4 dans les toxines élaborées par la 
souche SS ‘dans le milieu de Walbum et Reymann additionné de 
> morceaux de viande, ni dans 2 toxines provenant de Francfort, 
: ni dans une toxime recue de Bekenham. Les observations qu’il nous 
r a été possible de faire sur la composition des toxines que nous 
* avons préparées avec la souche SS indiquent le rdle inhibiteur 
ae décisif que joue le foie dans la production de l’antigéne 7. Il est 
l= possible que la viande ajoutée au milieu de Walbum et Reymann 
= exerce un effet analogue. Il serait intéressant de vérifier cette 
& hypothése ; de méme il serait désirable de rechercher si la 
f..: souche A 52 P utilisée on Allemagne et les souches en usage 
J en Angleterre manifesteraient la propriété d’engendrer l’anti- 
gene 4 dans les bouillons Vf que nous utilisons couramment (23). 
oe 
; (23) En examinant 13 bouillons Vf préparés d des dates tras diffé- 
7 f 


P. rentes nous avons constaté que leur extrait sec variait de 4,4 a 5,9 p. 100 | 
5 et qu’il fallait 0,50 4 0,80 de NaOH N/10 pour neutraliser 1’ racidité libérée 
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Avec les souches A 124 P et A 15 P de Francfort, R. Davoli et 
I*. Furbetta (24) ont préparé dans un bouillon A base de viande 
de boeuf et de peptone Favria 4 toxines riches en hémolysine « 
correspondant en toute probabilité a la formule (¢) a. 


ANTIGENE a. — Recherchant Vinfluence de la souche et du 
milieu de culture sur l’activité hémolytique de la toxine perfrin- 
gens, J. Ipsen et R. Davoli ont constaté, d’une part, que les 
toxines produites dans le milieu de Walbum et Reymann sont 
moins hémolytiques in vitro que les toxines formées dans le 
bouillon Vf, et, d’autre part, que la souche SS a tendance a 
émettre moins d’hémolysine dans le premier milieu que la souche 
Lechien. D’aprés W. Koopmansch (25), les cultures de la 
souche SS filtrées aprés vingt a vingt-deux heures d’étuve a 34-35° 
sont manifestement moins hémolytiques que les cultures de la 
souche Lechien effectuées comparativement dans du bouillon Vf. 

Les faits que nous avons précédemment rapportés (26) montrent 
que dans les bouillons Vf que nous avons employés et dans les 
digestions chlorhydropepsiques de panse de pore ou de foie de 
boeuf et de cheval favorables a la toxinogenése, nous avons obtenu 
avec les 2 souches, au bout de vingt 4 vingt-deux heures d’étuve 
a 33-34°, des toxines d’activité hémolytique comparable. Les divers 
milieux ont été ensemencés avec le troisiéme repiquage de la 
souche SS en bouillon Vf. 

Dans le tableau VI nous indiquons les résultats de plusieurs 
expériences au cours desquelles nous avons évalué, pendant le 
développement, |]’activité hémolytique de différentes toxines per- 
fringens préparées a 33-84°, dans des tubes de 22 mm. bouchés 
au coton ; dans chaque expérience nous avons ensemencé 10 tubes 
contenant chacun 40 c. c. du méme bouillon : chaque tube a été 
ensemencé avec 0,3 c. c. d’une méme culture. Pour le choix des 
tubes nous avons pris les précautions habituelles. Les cultures 
de 2 tubes ont été mélangées et centrifugées cing heures aprés 
l’ensemencement du bouillon, celles de 2 autres tubes ont été 
traitées de méme au bout de sept heures et les suivantes aprés 
neuf, vingt-deux et quarante-huit heures d’étuve. Les résultats des 


par un excés de formol neutre dans 1 c. c. de bouillon. Les toxines 
préparées avec ces bouillons contenaient 20 4 60 D. M. par centimétre 
ak R. Davorr et F. Furserta, Boll. Ist. Sieroter. Milan, décembre 
1940, 19, 592. 

(25) W. Koopmanscu, Acta biol. belgica, 1942, 1, 128. 

(26) Maylis Guittaumie, A. Krecurr et M. Fasre, ces Annales, 1942, 
68, 513 (dans cette note, lire A la page 514, 20° ligne : activité hémo- 
lytique, au lieu de : acidité hémolytique). — Maylis GUILLAUMIE, ces 
Annales, 1944, 70, 86 et 148. 
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Tasieau Vl. — Activité hémolytique de la toxine perfringens élaborée 
dans différents bouillons par les souches Lechien et SS. Titrages 
au cours du développement. 


DOSE MINIMA HEMOLYTIQUE 
4 des toxines centrifugées 
DIGESTION UTILISEE 


(date 


ensemencée 
4 
res 
eures 


de la préparation) 


de l’expérience 
SOUCHE 
heures 
7 heures 
9 heures 
22 heures 


7) 


| ck 


aint 1943). Lechien. | 0,001 | 0,001 ; ; 
5 fév. 4943). . Lechien. | 0,0004 | 0, 0005 0,0004 |0,0004 


14 juin 1942) . , : 0,0006 
2% De 0,0004 | 0,0005 2 | 0,002 

4 juin 1942). . ; 0, 0006 0. 0007 510,004 
14 janv. 1943) . j ; 0,0004] 0, "0004 0,0003 
$ ie eye cat F 0, 0004 | 0,0004 3 | 0,0003 
0,004 | 0, “0008 00005 


litrages effectués immédiatement aprés la centrifugation démontrent 
que la vitesse d’élaboration de lV hémolysine par les souches Lechien 


et SS est comparable ; ils indiquent, en outre, que les diverses. 


toxines obtenues aprés cing a vingt-deux heures d’étuve a partir 


du méme bouillon manifestent généralement le méme pouvoir. 


hémolytique. Quelquefois seulement (expérience 4 du tableau VI) 
les toxines centrifugées vingt-deux heures aprés ]’ensemencement 
sont moins hémolytiques que les toxines centrifugées déja aprés 
cing, sept et neuf heures d’étuve ; dans l’expérience 3 du méme 
tableau l’activité hémolytique des toxines titrées neuf et vingt- 


deux heures aprés l’ensemencement est plus faible que celle . 


des toxines centrifugées aprés cing et sept heures d’étuve. Aprés 
avoir vérifié que Ja eystéine ne renforce pas l’activité des toxines 
peu hémolytiques de Pexpérience 3, nous avons pensé que le titre 
plus faible de ces toxines n’était pas dQ a une atténuation de 
VPhémolysine par un processus doxydation pendant le séjour de 
la culture a4 V’étuve ; il n’est vraisemblablement pas le résultat 
dune destruction de Vhémolysine par certains constituants du 
milieu, car deux mois aprés la centrifugation, lorsque l’activité 
hémolytique des toxines a alors diminué de 95 p. 100, la cystéine 
rétablit le titre initial. Nos expériences ne nous permettent pas 
de dire si la faible activité hémolytique des cultures en question 
provient d’une destruction des agents hémolytiques par les bacilles 
en voie de développement. Elle résulte peut-@tre simplement d’une 
différence dans les propriétés des B. perfringens que nous avons 
introduits dans les tubes pendant Vensemencement au début de 
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4 / 

l'expérience ; les irrégularités que nous avons signalées (27) dans 
notre travail sur le titre et les propriétés des toxines préparées 
avec la souche Lechien permettent d’envisager cette derniére 
hypothése. 

_Nous avons indiqué précédemment que les déterminations in 
vitro de l’activité anti-hémolytique des sérums 415 et 135 avec 
la toxine E31 produite par la souche Lechien attribuaient au 
premier le titre de 1.000 a 1.200 unités et au deuxiéme celui de 
£0 unités. Ipsen et Davoli, en utilisant la toxine K, élaborée par 
la souche SS, ont trouvé que le sérum 415 titrait 1.000 unités anti- 
hémolytiques a et le sérum 135, 20 unités. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


En comparant deux souches de B. perfringens nous avons noté 
les faits suivants : 

Vingt-deux heures aprés l’ensemencement, les cultures de la 
souche Lechien sont moins virulentes que celles de la souche SS : 
les premiéres tuent le cobaye aux doses de 1/20 a 1/40 de centi- 
métre cube et les deuxiémes a des doses comprises entre 1/40 
et 1/150 de centimétre cube (titrages sur cobayes, injections intra- 
musculaires). 

La souche Lechien a tendance 4 élaborer moins d’antigéne % que 
_la souche SS. 

Les titres hémolytiques des toxines produites par les souches 

Lechien et SS dans les digestions chlorhydropepsiques que nous 
avons utilisées ont varié entre les mémes limites ; les deux souches 
ont fait apparaitre ’hémolysine a 4 des vitesses comparables. 

L’antigéne 7 est produit en quantité appréciable dans le 
bouillon Vf non seulement par la souche Lechien mais aussi par 
la souche SS. En présence de cholestéro]l la souche SS élabore 
aussi l’antigéne » dans le bouillon Vf. Mais Vaddition de frag- 
ments de foie cuit A ce bouillon empéche la formation de cet 
antigéne. 

Les valeurs antitoxiques attribuées au sérum anti-perfringens 415 
different de 75 p. 100 au cours des titrages réalisés avec deux 
toxines préparées avec la souche SS, l’une a facteur ¢ prédominant, 
Vautre riche en antigéne 7. . 

De nos résultats nous déduisons que la composition des toxines 
élaborées par la souche SS dans le bouillon Vf se rapproche qua- 
litativement de celle des toxines produites dans le méme bouillon 


par la souche Lechien. 


(27) Maylis Gumiaumig, ces Annales, 1941, 66, 239 a 244. 


CONTRIBUTION 
A VETUDE BOTANIQUE ET BIOCHIMIQUE 
DES BACTERIES DU GENRE BACILLUS (°) 


(DEUXIEME MEMOIRE) 


VALEUR DU TEST DES LIPIDES ?-HYDROXYBUTYRIQUES 
POUR LA CARACTERISATION DES ESPECES 


par Mavnice LEMOIGNE, M!* Bentur DELAPORTE et Mes Mappreing CROSON. 


Le Bacillus megatherium produit, aux evens des glucides ct 
des chaines carbonées des protides, de Vacide g-hydroxybutyrique 
et un de ses dérivés de déshydratation et de polymérisation en 
[OH Osje Gye). 

L’un de nous a étudié a plusieurs reprises ce lipide §-hydroxy- 
butyrique (3) et a montré, en collaboration avec M"° N. Rouk- 
helman, que, formé trés rapidement, il diminue ensuite au momeut 
de la sporulation (4). C’est done une matiére de réserve qui cst 
partiellement utilisée par lorganisme. 

Nous avons recherché si d’autres bacilles donnent a méme 
réaction et si l’on peut utiliser celle-ci comme test bactériologique. 

La recherche de Vacide @-hydroxybutyrique peut étre stre, pré- 
cise, mais elle est alors longue. Des méthodes rapides peuvent 
tre employées, permettant d’obtenir des résultats bien constants, 
mas leur spécificité est incertaine et les conclusions que Pon en 
lire doivent, par suite, étre vérifiées par une technique plus sire 
mais plus longue. La présence, dans le milieu, d’acétylméthyl- 
earbinol complique encore le probleme analytique. Aussi une telle 
recherche, tout au moins pour linstant, se préte-t-elle mal a étre 
lransformée en un test bactériologique. 

Au shes wea Ja caractérisation du lipide @-hydroxybutyrique 
est rapide, facile, tout a fait spécifique et comme nous le verrons, 


(*) Note présentée a la séance du 7 octobre 1943 de VAssoeciation des 
Microbiologistes de Langue Francaise. : 

(1) M. Lemorene, ces Annales, 1925, 39, 144. 

(2) M. Lemoienr, ces Annales, 1927, 44, 148. 

(3) M. Lemorane, Bull. Soc. Chim. Biol., 1926, 8, 770. 

(4) M. Lemorene et N. Rouxuetman, Ann. Ferment., 1940, 5, 527. 
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saul dans des cas exceptionnels, donne des résultats tres nets. 
U’est donc elle qui nous a servi pour établir un nouveau test 


bactériologique utilisable dans la systématique des espéces du 
genre Bacillus. 


I, — TECHNIQUE DE CARACTERISATION 
DU LIPIDE 8-HYDROXYBUTYRIQUE. 


Cette technique a été déja exposée (4) et complétée ultérieure- 
ment (5). « 

Nous la rappelons : on peut opérer, soit en milieu gélosé, soit 
en milieu liquide. Dans les deux cas, le milieu nutritif est le méme 
et a été décrit dans notre premier mémoire relatif au test de l’acétyl- 
méthylcarbinol (6). En mileu solide, ce bouillon de haricots, 
contenant 20 g. de saccharose, 2 g. de peptone et 20 g. de gélose 
par litre, est réparti en tubes inclinés ou, mieux, en tubes de 
Legroux. 8 tubes de gélose inclinés suffisent pour l’essai. La 
culture est faite a 30° C. Peu avant la sporulation, en général le 
troisiéme jour, la culture est mise en suspension dans une solution 
d’acide chlorhydrique a 20 p. 100. 

Si on opére en milieu liquide, on répartit par 75 ou 100 c. c. 
dans des boites de Roux de 1.000 c. c. La culture est faite a 30° C, 
la boite placée horizontalement, pour que le liquide ait une faible 
épaisseur. 3 boites de Roux suffisent pour l’essai. On centrifuge 
le quatriéme jour, aprés avoir prélevé 2 c. c. qui servent au test 
de Pacétylméthylcarbinol. 

Le culot microbien est mis en suspension dans l’acide chlor- 
hydrique a 20 p. 100. 

Dans les deux cas nous avons une émulsion chlorhydrique que 
Yon maintient trois minutes a |’ébullition. 

Aprés refroidissement, on centrifuge. 

La masse microbienne est lavée trois fois a l’alcool et une fois 
a V’éther et enfin épuisée par le chloroforme bouillant. 

La liqueur chloroformique filtrée est évaporée a sec. 

La réaction est positive si l’on obtient une pellicule translucide, 
mince ou épaisse mais en tous cas cohérente, facilement déta- 
chable, tout a fait caractéristique. Examinée au microscope, elle 
présente le plus souvent un aspect qui a été décrit antérieure- 
ment (5). Cette pellicule est un lipide @-hydroxybutyrique qui, 
distillé, donne des cristaux d’acide g-crotonique fondant a 72° C. 

Cette réaction a une sensibilité assez faible, mais cependant 
suffisante pour un test bactériologique. En effet les bacilles les 
moins riches donnent facilement un film de 6 & 9 mg. pour les 


(5) M. Lemorens, G. Sancuez et H. Grrarp, ces Annales, 1948, 69, 187. 
(6) M. Lemorcyr, M" B. Detaporre et M™° M. Croson, ces Annales, 
1944, 70, 65. 
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prises d’essais que nous avons indiquées. Or, un film de 2 mg., 
obtenu par évaporation de la solution chloroformique dans une 
petite capsule, est trés visible puisqu’il a un diamétre de 2,5 cm. 


IJ. — R&suULTATS OBTENUS. 


a) R&SULTATS OBTENUS AVEC UNE MEME soucHE. — Les quantités 
de ce produit rapportées a 100 de microbes secs ou a | litre de 
bouillon varient, pour une méme souche microbienne, suivant les 
conditions de culture. 

Nous ne voulons pas ici étudier en détail ces var iations, mals 
montrer que malgré leur amplitude le test peut conserver sa 
sureté. 

Action de lV'dge de la culture. — Dans le tableau I sont réunis 
quelques résultats en fonction de l’age de la culture. 

Ils ont été obtenus avec le B. megatherium en milieu solide, 
et avec B. cereus en milieu liquide. 


Tabieau | 


AGE LIPIDE 6-HYDROXYBUTYRIQUE 
iE 
de 


la culture] En pour cent En pour cent En grammes 
C) de par litre 
la matiére fraiche] la matiére séche de bouillon 


en jours 


a a b a b 
P 3,44 16,65 0,340 
B. megatherium 5,47 : 19,43 | 26,79 | 1,360 | 1,000 


(dans milieux a et 5). : 3,10 5 44,05 | 25,90 | 4,400 | 2,520 
5 ye Bi y 8,42 | 45,30 | 4,000 | 1,190 


B. cereus pe 0,284 
(dans milieu c). ; 5 1305 07399 


a, milieu au motit de biére non houblonné additionné de 1,5 g. d'urée par litre; 4, 
milieu, minéral 4 1 g. de SO,(NH,)e, 1,5 g. durée et 30 g. de saccharose par litre; c, 
milieu au bouillon de haricots peptoné et sacclhiaros¢é. 


Il y a done des variations assez notables avec lage, mais une 
réaction positive le reste méme dans les cultures Wes jeunes ou 
lres agées. 

Une culture de B. megatherium de quinze jours renferme encore 

24 de ce lipide pour 100 de sa matiére séche. 

Des réserves sont seulement A faire, comme nous le verrons, 
dans le cas de Bacillus polymyza. 

Action de la nature du milieu. — Cette question est tres impor- 
lante au point de vue physiologique, mais nous ne voulons I’envi- 
sager ici qu’en ce qui concerne la valeur du test bactériologique. 
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_Les milieux a et b (voir tableau I) sont trés différents de compo- 

siion et cependant donnent des résultats sensiblement identiques. 

Un milieu minéral pepioné gélosé non sucré donne une culture 
faible, mais les corps microbiens ont une teneur en lipide 
8-hydroxybutyrique presque normale : 14,6 p- 100 de la matiére 
séche au lieu de 19 p. 100 pour un microbe de méme age, cultivé 
dans un milieu identique mais avec du glucose. Ici le lipide s’est 
formé aux dépens des chaines carbonées des protides (7). 

Il résulte de ces faits que les milieux peuvent étre trés divers, 
mais il est préférable d’utiliser, pour ce test, toujours le méme 
qui est celui que nous avons décrit précédemment. 

Action de l’aération. — Tous ces bacilles étant aérobies stricts, 
il est nécessaire que le milieu offre une grande surface et une 
faible épaisseur. C’est pourquoi, quand on opére en milieu liquide, 
il ne faut mettre que 75 ou 100 c. c. de milieu dans la boite de 
Roux de 1 litre qui est placée a plat a l’étuve. . 


b) R&ESULTATS OBTENUS AVEC DES SOUCHES DIFFERENTES. — 193 sou- 
ches de bacilles ont été examinées. Toutes ces souches sont des 
bacilles, 4 sporanges cylindriques non renflés, dont les spores 
sont médianes et non sphériques. Elles correspondent done aux 
greupes : B. subtilis et B. adhxrens de Bergey (8). 

Les, groupes B. brevis, B. circulans et B. fusiformis, admis par 
le méme auteur, ne sont pas représentés. 

Mais, dans le sol, la poussiére, le lait et les eaux, les espéces 
de ces derniers groupes sont extrémement rares. 

Ainsi, d’aprés le travail de Ford, nous avons pu caleuler que 
pour 100 souches trouvées dans divers milieux naturels, 98 a 99 
appartiennent au groupe du B. subtilis de Bergey (8). 

Ainsi absence de représentant des groupes B. brevis, B. cir- 
culans et B. fusiformis dans notre collection n’a-t-elle qu’une trés 
faible importance. 

Les résultats ont été exposés dans une note a |’Académie des 
Sciences (9). 

Dans le tableau II nous avons indiqué la largeur des bacilles 
et le nombre de souches qui, a |’examen microscopique, contien- 
nent des lipides apparents. 

Ce tableau montre que cette réaction est nettement caractéris- 
tique de l’espéce et que toutes les souches d’une méme espéce la 
donnent ou ne la donnent pas. 

Il y a cependant, de grandes variations quantitatives pour 


(7) M. Lemoreng, Bull. Soc. Chim. Biol., 1927, 9, 446. 

(8) D. H. Berory, Manual determinative Bacteriology, Baltimore, 
1939. 

(9) M. Lemotene, Mile B. Devarorre et Mme M. Croson, CeatheyACaa. 
Sei., 1943, 246, 819. 
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TasiEAu II. 
‘ =e LIPIDES 
LARGEUR LIPIDES APPARENTS | 6_yyDROXYBUTYRIQUES 
Nombre de souches Nombre de souches 
ESPECES des bacilles 
en ps | e 
avec sans avec sans 
| 
——————$ | S| —c—x— c—c— — 

B. megatherium. . 4,4-2,2 3 0 30 0 
Bonycordes® set. ee ta t50 6 0 ) 0 
Br cereusom tims ane ord S 0-4 4 49 (0) 49) 0 
BOGUNRTOCIS fe Neen 4 0 1 0 

B. indéterminés : 

+V.. 1-2,2 10) 0 10 0 

: Nim Voy. 4,2-1,8 ) 0 ) 0 
SEE CS H. 2h. O.Osk, 1 0) \! 0) iW 
Ne <1 0 6 0 6 
B. polymyxza .... 1 i 0 1 0 
B. SUOUUIS-A Lana ae Unda 0 47 0 17 
B. mesentericus. . .| ,5-0.8 ) 57 0 Oi 


les diverses souches d’une méme espece, comme le montre le 
tableau III ott sont réunis des résultats concernant diverses 
southes voisines de B. cereus. 


Tabieau II. 


| Bacillus cereus (en milieu liquide) 
LIPIDE P-HYDROXYBUTYRIQUE 
AGE L 28 = =f 
SOUCHES 
en jours en pour cent en eramimes 
de la mati¢re | de la mati¢re | dans la prise | pour Ut litre 
fraiche seche d'essai do bonillon 
T-A-12 3 0,72 4,85 00065 0,050 
1-D-2. 3 0,28 2,02 0, 0090 0,067 
8-B-4 . 3 Nee 0, 0126 0,102 
T-A-23 3 A Sn 5,14 0, 0140 0,445 
7-A-20 | 3 | 4,32 1,92 0,0107 0,420 
8-C-2 . 3 0,X8 5,64 0,0136 0,123 
1-C-2. 3 1,66 9,29 00190 0,140 
S-C-4 . 3 qari 8,55 00203 0,447 
8-B-17 3 | 0,99 5,20 0,0620 0,243 
1-D-2. 2 Sa Tey Re ed OU AL 0, 0457 0, 284 
7-A-24 4 | 2,45 W225 0, 0415 0,325 


Il y a done de trés grandes variations, mais dans tous les cas 
la réaction reste trés nettement positive. 
Pour la souche 1-D-2, qui est la moins riche, on obtenait encore 


BACTERIES DU GENRE BACILLUS 229 


9 mg. du produit pour une prise d’essai de 3,22 ge. de bacilles 
frais. La récolte totale de 2 boites contenant chacune 75 ¢. c. était 
de 3,63 g. C’est donc dire que la réaction reste tres nette. 

I] en est de méme pour toutes les autres especes, sauf pour le 
B. polymyxa. Dans une culture de deux jours, une prise d’essai de 
2,09 g. correspondant a 0,345 g. de matiére séche ne donne pas de 
film visible. Mais une culture de quatre jours produit une pellicule 
tres mince, formant un réseau plutot qu'un film continu, et dont 
les filaments ont laspect microscopique caractéristique. Mais par 
suite de la viscosité de la culture, celle-ci ne peut étre centrifugée 
et on doit modifier la technique en coagulant par Valcool. Le 
coagulum est ensuite hydrolysé par CIH et traité comme d’habitude. 

C’est le seul cas douteux que nous ayons rencontré. 

Toutefois il y a leu de se demander si, dans les cas ow le 
résultat est nettement négatif, il ne deviendrait pas positif en opé- 
rant sur une prise d’essai plus importante. 

Nous avons fait des expériences pour vérifier cette hypothése 
en utilisant des souches de B. subtilis. Nous citerons deux de ces 
essals : 

Premier essat. — On cultive ]a souche 2-G-I dans 30 boites de 
Roux. Apres quatre jours, on sépare les corps microbiens (41 g. 
de matiére fraiche) par centrifugation et on les hydrolyse par ClH 
a 20 p. 100, puis on fait les traitements a J’alcool, l’éther et le 
chloroforme, comme de coutume. 

On obtient finalement un film brunatre, trés mince, qui se 
détache du verre mais reste comme imprégné de maliére grassc. 
On lave a l’éther qui laisse une masse blanche translucide, ayant 
bien l’aspect extérieur du lipide 8-hydroxybutyrique mais ne pré- 
sentant pas la cristallisation caractéristique que l’on observe le 
plus souvent. Par chauffage ce corps fond et donne des fumées 
blanches qui se condensent en cristaux acides, solubles dans l'eau. 

Il est 4 peu prés certain que lon a bien cu affaire au *lipide 
g-hydroxybutyrique, mais la réaction a manqué de netteté. 

Le rendement rapporté 4a 100 g. de maticre fraiche est de 
0,009 p. 100 et, calculé par rapport 4 la matiére séche, de 
0,041 p. 100. 

Deuriéme essai. — La souche 2-G-1 est cultivée sur 100 boites 
de Roux. On obtient une récolte de 101.4 ¢. de matiére fraiche 
contenant 23,7 p. 100 de matiére séche. On traite les corps micro- 
biens comme précédemment. Le résidu chloroformique, fortement 
brun, est une masse grasse. ne formant pas de film. On la renrend 
par l’éther, qui laisse un résidu insoluble, solide, granuleux. Apres 
évaporation de 1’éther, reprise au chloroforme, on obtient par 
évaporation de ce solvant une pellicule trés mince qui présente 
Vaspect extérieur tout a fait caractéristique du lipide e-hydroxy- 
butyrique. Au microscope, on trouve la structure habituelle mais 
moins nette, et on n’obtient pas la croix noire en lumiére polarisée. 
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Ce film est encore un peu coloré en brun, Qn le lave a léther. 
On Je pése aprés évaporation, Le rendement est de 0,007 p, 100 
de la matiére fraiche, soit 0,029 p. 100 du poids sec du microbe. 

Le film est décomposé par la chaleur, On obtient des fumées 
blanches qui se condensent én un liquide qui cristallise. Ces eris- 
laux sont repris par ]’éther, qui est évaporé, Ils sont acides, ont 
l’odeur caractécistique de ]’acide g-crotonique et fondent vers 72° C. 
La faible quantité de produit ne nous a pas permis une caracteri- 
salion plus poussée, mais tous les faits réunis permettent de 
conclure cependant avec certitude a la présence dans le bacille 2-G-I 
de traces de lipide $-hydroxybutyrique. 

Ces résultats, comparés a ceux du B. cereus, montrent la tres 
grande difference qui existe entre ces especes et expliquent que 
le test standardisé reste négatif avec B. subtilis. Ces essais prou- 
vent que sans doute tous les bacilles donnent du lipide @¢-hydroxy- 
butyrique. Mais alors que les uns n’en forment que des traces 
que Von ne peut déceler que trés péniblement, les autres en accu- 


mulent des réserves importantes que Je test que nous avons décrit 
met facilement en évidence. 


C) CORRELATION ENTRE LA PRESENCE DES LIPIDES Q-HYDROXYBU- 
TYRIQUES ET CELLE DES LIPIDES APPARENTS. — Des globules trés 
réfringents ayant les propriétés de solubilité et de coloration carac- 
téristiques des graisses ont été signalés chez les bactéries. Notam- 
ment de nombreux auteurs ont remarqué de tels globules a Vinté- 
rieur des cellules des Bacilles ; Fischer (10), 1897; A. Meyer (11). 
1899-1912 et ses éleves ; Gottheil-(12), 1901 et Grimme (18), 1902 ; 
Eisenberg (14), 1909; Zettnow (15), 1928; Guilliermond (16), 
1932-1933 : M™ Delaporte (17), 1939, Migula (18), 1894-1897, 


(10) A. Fiscner, Vorlesungen tiber Bakterien. Fischer, lena, 1897. 

(11)"A. Mryrrn, Ueber Geisseln, Reservestoffe, Kerne und Sporenbil- 
dung der Bakterien, Flora, 2. Reihe, 1899, 86, 428-468. 

(12) O. Gorrnem, Botanische Beschreibung einiger Bodenbakterien. 
Centralbl, f. Bakt., Il, 1901, 7, 4380, 

(13) A. Grimmer, Die wichtigsten Methoden der Bakterienfiirbung in 
ihrer Wirkung auf die Membran, den Protoplasten und die Binschliisse 
der Bakterienzelle, Centralbl. f. Bakt,, 1902, 1, 32, J-62, 

(14) P. Ersensyre, Ueber Fetteinschliisse bei Bakterien. Centralbl, f. 
Bakt., 1909, I, 48, 257-274. 

(15) E. Zerrvow, Kleine Beitrige zur Morphologie der Bakterien. 
Zeitsch. Hyg., 1918, 85, 17-32. 

(16) A. Guitiermonn, Sur la structure des Bactéries. C. R. Acad. Scei., 
1932, 194, 2322. 

(17) Berthe Drtarontr, Recherches cytologiques sur les Bactéries et 
les Cyanophycées, Rev. gén, Botanique, 1989, 54, 615 et 1940, 52. 

(18) W. Mieura, Ueber den Zellinhalt von Bacillus oxalaticus Zopf. 
Arb, bact. Inst, d. techn. Hochschule zu Karlsruhe, 1894, 4,139-147, 
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observe bien ces granules mais les considére comme des grains 
de chromatine. 

Les bacilles chez lesquels ces granules réfringents ont été 
trouves sont : B. graveolens, B. mycoides, B. petasites, B. rumi- 
natus, B. tumescens, B. megatherium, B. silvaticus, B. cohxrens 
et B. anthracis. 

Nous avons examiné a ce point de vue toutes nos souches et 
constaté que chez beaucoup de bacilles ces globules sont nette- 
ment apparents, méme sans l’aide de colorants. . 

Les résultats sont réunis dans le tableau II. Trés abondants 
chez B. megatherium, rares ou parfois abondants chez B. cereus 
et B. mycoides, ils sont totalement invisibles chez B. subtilis et 
B. mesentericus. 

Ces résultats montrent une corrélation parfaite entre la présence 
de ces lipides apparents et celle du lipide g-hydroxybutyrique. 
Cela ne veut pas dire que toutes les réserves lipidiques des bacilles 
sont de nature 6-hydroxybutyrique. Nous avons constaté la pré- 
sence d’autres lipides. Mais cela veut dire que chaque fois qu’il 
y a des lipides apparents notre test est positif et réciproquement. 
Au contraire, s'il n’y a pas de lipides apparents, notre test est 
négatif et réciproquement. 

Cette corrélation n’a été établie que dans le cas des Bacilles. 
Il est possible qu’on la retrouve chez d’autres microbes. Nous 
pensons apporter, d’ici peu, quelques faits nouveaux a ce sujet. 


d) CORRELATION ENTRE LA GROSSEUR DES ELEMENTS BACILLAIRES 
ET LA PRESENCE DE LIPIDES @-HYDROXYBUTYRIQUES. — Comme le 
montre le tableau IJ, presque tous les bacilles épais, faisant 1 p, 
ou plus de 1p de large, contiennent des lipides @-hydroxybuty- 
riques. Nous n’avons trouvé que 11 souches faisant exception. 
Elles ont été mises dans un groupe provisoire H, leur caractéri- 
sation n’étant pas terminée. 

Réciproquement tous les bacilles fins, ayant moins de 1 uy, 
n’accumulent ni lipides apparents, ni lipides @-hydroxybutyriques. 


Ill. — R&sume ET CONCLUSIONS. 


Nous pouvons tirer de ce second exposé, comme nous avons 
fait du premier, deux conclusions : lune limitée, d’ordre pratique, 
concernant la systématique des bacilles ; lautre, plus générale, 
théorique, intéressant le métabolisme des lipides. 


SysTEMATIOUE DU GENRE « BaciLLus ». — Cette réaction, faite 
suivant la technique indiquée, permet de diviser les bacilles en 
deux groupes bien tranchés. Le premier comprend ceux ayant 
des réserves lipidiques @-hydroxybutyriques abondantes, l'autre 
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ceux qui n’en forment que des traces indécelables par notre 
méthode standardisée. 

Combinée avec le test de 1l’acétylméthylearbinol, elle nous 
conduit a former quatre groupes dans les espéces du genre 
Bacillus. 

1° Bacilles pour lesquels le test de lacétylméthylearbinol est 
posilif et celui du lipide g-hydroxybutyrique négatif. — Ce sont 
les bacilles fins, de moins de ly de large. Ils donnent beau- 
coup d’acétylméthylearbinol. Ils ne renferment pas de réserves 
lipidiques apparentes et ne donnent pas la réaction du lipide 
g-hydroxybutyrique bien qu’ils en forment des traces décelables 
seulement sur une grosse masse microbienne. 

Ces bacilles sont extrémement répandus dans la nature puis- 
qu'ils contiennent B. subtilis, B. mesentericus, B. vulgaris et 
microbes voisins. 

Ils constituent un groupe bien homogéne, dont les espéces sont 
extrémement difficiles A distinguer sdrement. Leur systématique 
est encore des plus confuses, comme nous aurons a le montrer 
dans un travail ultérieur. 

2° Bacilles pour lesquels le test de l’acétylméthylcarbinol est 
négatif et celui du lipide @-hydroxybutyrique positif. — Ce sont 
des bacilles épais ou trés épais, de 1 y et le plus souvent de plus 
de 1 yu de large. 

Le test de l’acétylméthylcarbinol reste négatif quand il est fait 
suivant la technique indiquée, mais tous ces microbes donnent 
un peu d’acétylméthylearbinol, comme nous l’avons signalé dans 
notre premier mémoire. Ils contiennent tous des réserves lipidi- 
ques apparentes, parfois trés abondantes et donnent tous nette- 
ment la réaction du lipide @-hydroxybutyrique. 

Certains de ces bacilles sont extrémement répandus dans la 
nature comme ceux des sous-groupes B. cereus, B. megatherium. 
D’autres comme B. mycoides et surtout B. anthracis sont plus 
rares. Certaines souches, non encore identifiées, appartiennent a 
ce groupe qui, moins homogéne que le précédent, contient cepen- 
dant des représentants possédant un ensemble de caractéres com- 
muns qui rendent leur rapprochement naturel. 

3° Bacilles pour lesquels les deux tests sont négatifs. — Ces 
bacilles, non encore déterminés exactement, sont peu nombreux 
(10 souches sur les 193 étudiées). Ils constituent un groupe beau- 
coup moins homogéne et par suite moins naturel que les deux 
préeédents. 

4° Bacilles pour lesquels les deur tests sont posilifs. — Nous 
n’avons trouvé que le B. polymyzxa a ranger dans celle catégoric. 
Encore les quantités de lipide @-hydroxybutyrique sont-elles extré- 
mement faibles et par suite ce test est-il souvent donteux. 

D’autre part, Donker a proposé de classer cette bactérie dans 
un genre spécial : Aerobacillus Donker, groupant tous les orga- 


wa 
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nismes a spores donnant des gaz aux dépens du lactose. Les deux 
représentants principaux de ce genre sont : B. polymyzxa et 
B. macerans. Uela semble logique et, tout au moins provisoire- 
ment, nous admettrons ce genre Aerobacillus (19). 

Le genre Bacillus serait donc divisé seulement en trois groupes 
par nos deux tests. 

Deux de ces groupes assemblent des organismes ayant des 
caractéres communs nombreux et semblent donc naturels. 

Le troisiéme, plus hétérogéne, est par suite plus artificiel. 

Nous verrons a l’épreuve si cette division répond a quelque 
chose d’utile et mérite d’étre maintenue dans la classification du 
genre Bacillus. 


METABOLISME DES RESERVES LIPIDIQUES DES BACILLES.:— Les résul- 
tats que nous venons d’exposer montrent tout d’abord que la for- 
mation de l’acide §-hydroxybutyrique aux dépens des glucides 
n’est pas une curlosité biologique due 4 un organisme excep- 
tionnel, mais est, au contraire, un phénoméne normal chez les 
nombreuses espéces microbiennes trés répandues dans la nature 
constituant le genre Bacillus. 

D’autre part, cet acide ne s’accumule jamais dans le milieu mais 
est déshydraté et polymérisé en un produit voisin des étholides. 
Ce lipide intracellulaire ne se trouve chez certaines espéces qu’a 
V’état de traces, alors que chez d’autres il constitue une réserve 
pouvant atteindre jusqu’a 25 p. 100 de la matiére séche. 

Ces réserves, au moment de la sporulation, se dépolymérisent 
et s’hydrolysent en redonnant |’acide $-hydroxybutyrique qui est 
utilisé par l’organisme. Il y a trés peu d’acides gras a poids 
moléculaire élevé formés. Le métabolisme des réserves lipidiques 
chez ces organismes est done trés simplifié puisqu’il est presque 
entiérement réduit au cycle @-hydroxybutyrique. 

Ces faits, concernant la chimie des fermentations microbiennes, 
pourront peut-étre étre utiles pour la connaissance des rapports 
des métabolismes glucidiques et lipidiques chez les animaux 
supérieurs. 


(19) R. Porter, C. S. Mc Creskey et Max Levine, J. Bact., 1937, 33, 166. 


SUR LE MAGNESIUM CONTENU DANS L’EAU DE PLUIE 
RECOLTEE A PARIS () 


par Gasprizer BERTRAND. 


La recherche et le dosage du magnésium présent a létat dissous 
dans l’eau de pluie n’est pas sans difficulté. Lors de mes premiéres 
expériences sur de l’eau recueillie en plein champ a l|’Ecole natio- 
nale d’Agriculture de Grignon (2), les poussiéres accumulées, 
jour aprés jour, dans les éprouvettes servant a la récolte de l’eau 
se sont montrées particuliérement génantes. Les éprouvettes 
étaient, je le rappelle ici, partiellement enterrées et leur ouverture 
se trouvait & 40 em. au-dessus du sol. Un lit de paille entourait 
leur base pour empécher que des particules de terre soient pro- 
jetées dans l’intérieur en cas de fortes averses ; mais cette précau- 
tion n’excluait ni l’apport des particules terrestres enlevées par 
des vents rasants ou tourbillonnants, ni la chute des fines parti- 
cules qui existent partout dans l’atmosphére. 

I] m’a fallu recourir 4 des analyses comparatives de Veau de 
pluie filtrée, du dépot insoluble et de la terre fine recueillie au 
voisinage des éprouvettes pour reconnaitre qu’il y avait toujours 
plus de magnésium dissous dans l’eau que n’aurait pu en apporter 
le dépdt s'il avait été constitué uniquement par des poussiéres 
terrestres des alentours. Néanmoins, vu les proportions 4 com- 
parer, il n’est pas douteux que, malgré les soins apportés 4 l’exé- 
cution des analyses, la démonstration d’une origine hydrique, av 
moins partielle, du magnésium dissous serait d’autant mieux 
établie dans un tel eas que la quantité du dépét minéral serait 
plus petite. 

J’ai essayé, sinon d’éliminer complétement l’ingérence des pous- 
siéres atmosphériques des données du probléme, du moins d’en 
réduire assez la proportion pour que l’on puisse la considérer 
comme pratiquement négligeable. 

Cette condition a été & peu prés réalisée en recueillant Veau, 
non plus au voisinage du sol et dans un champ, comme a Gri- 
gnon, mais 4 une certaine altitude et loin de grandes surfaces 
cultivables. J’ai utilisé d’abord le toit de la salle des machines de 


(1) Un extrait de ce mémoire a été présenté A l’Académie des Sciences 
dans la séance du 31 mai 1943. 

(2) Ces Annales, 1948, 69, 294-802. Dans ce mémoire, page 301, ligne 1, 
lire : 0,4 mg. au lieu de 0,4 g. 
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l'Institut Pasteur, 4 Paris, qui est a environ 15 m. au-dessus du 
sol, puis la terrasse servant de couverture a l’un des ateliers de 
conditionnement des sérums du méme Institut, terrasse placée 
un peu moins haut que le toil précédent, mais qui est mieux abritée. 

Au leu de trouver dans l’eau de pluie, aprés une année de 
récolte, jusqu’a 7 a 8 g. de poussiéres minérales, il n’y en avait 
plus, dans une série d’expériences, que 0,73 g. et méme, dans 
une seconde série, que 0,38 g. Ces poussiéres n’étaient d’ailleurs 
plus constituées principalement par de la terre, mais, pour une 
partie notable sinon pour la plus grande partie, par de fins gra- 
nules, que je crois formés de machefer, provenant de la vitrifi- 
cation des cendres de houille échappées, a haute température, des 
foyers industriels de la Grande Ville. 

La récolte de eau de pluie a proximilé du laboratoire a présenté 
sur-celle faite au champ d’expérience de Grignon d’autres avan- 
tages : elle a beaucoup simplifié la surveillance et le transport 
des éprouvettes, elle a rendu possible l’analyse plus fréquente 
de l’eau de pluie et permis d’acquérir une premiére notion sur les 
changements de composition de ce liquide au cours de l’annéc. 

Enfin, grace a la limitation de durée des périodes de récolte, 
le développement des algues et autres microorganismes qui insolu- 
bilisaient dans leurs tissus une partie des éléments dissous a été 
notablement réduit, de sorte que les dosages de ces éléments sont, 
dans l’ensemble, plus exacts. 

Chaque série d’expérience, tant sur l’eau récoltée au sommet 
de la salle des machines que sur l’eau de la terrasse de |’ Institut 
Pasteur, a porté sur quatre trimestres successifs, c’est-a-dire sur 
une année. La méme éprouvette a été employée pour toutes ces 
expériences : celle qui avait servi aux expériences décrites dans 
le mémoire précédent au sujet du magnésium contenu dans |’eau 
de pluie de Grignon et qui avait été vérifiée au point de vue de 
sa résistance a la dissolution dans l’eau pure. 

Pour Vanalyse, l’eau a été filtrée A la trompe a travers une 
double rondelle de papier Berzélius placée sur la plaque perforée 
d’un entonnoir en porcelaine de Buchner, puis 4 travers un petit 
filtre a plis, également en papier Berzélius. L’éprouvette a été 
lavée a plusieurs reprises avec de petites quantités d’eau pure 
qui ont permis d’entrainer le dépét sur le filtre. Et la totalité du 
liquide filtré a été concentrée par distillation sous pression réduite, 
dans un ballon de verre, 4 environ 200 c. c. 

Lorsque je me suis borné a doser le calcium et le magnésium, 
apres séparation de la silice, de Valumine et de l’oxyde ferrique, 
le Tiquide concentré a été transvasé dans une capsule de platine 
et évaporé a sec, au bain-marie. La capsule et le résidu ont ensuite 
été passés au four 4 moufle, 4 une température juste suffisante 
pour brdler les matiéres organiques ; les cendres, enfin, ont été 
arrosées avec un peu d’acide chlorhydrique pur et traitées selon 
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la technique utilisée dans les expériences sur l’eau de Grignon. 
Dans les cas, au contraire (expér. I, II et IV), ot, pour des rai- 
sons sur lesquelles je reviendrai plus tard, j’ai tenu a déterminer 
aussi la proportion de chlore combiné sous forme de chlorures, 
j'ai apporté une petite modification que l’on trouvera décrite en— 
méme temps que les expériences. En outre, comme dans un tel | 
genre de recherches, la valeur des résultats dépend essentielle- 
ment de la méthode de travail employée, parfois méme de simples | 
détails, je mentionnerai tel ou tel de ceux-ci lorsque cela me 
paraitra nécessaire. 

Quant au dépot, il a été séché et incinéré avec les filtres sur_ 
lesquels il était rassemblé ; les cendres ont été pesées, puis analy- 
sées de la méme maniére que celles provenant du résidu d’évapo- 
ration de eau. 

Voici maintenant l’exposé des expériences et de leurs prin- 
cipaux résultats 


A. — EXPERIENCES SUR L’EAU RECOLTEE 
AU-DESSUS DE LA SALLE DES MACHINES. | 


Une premiére expérience a été effectuée avec de l'eau recueillie | 
entre le 21 septembre et le 20 décembre de l’année 1935. Une. 
dizaine de jours avant cette derniére date il avait fallu ajouter 
250 c. c. d’alcool pour éviter la gelée de l’eau et la rupture de 
‘léprouvette. 

Le liquide, environ 2 litres, a été filtré et concentré, puis amené 
au volume de 250 c. c. pesant 249,96 g. 

Dosage du chlore. — a) On a prélevé environ un tiers du 
liquide : 82,75 g., que l’on a placé dans un gobelet de verre. Aprés 
acidification par quelques gouttes d’acide 'azotique, on a précipité 
avee un léger excés d’azotate d’argent. Probablement sous Vin- 
fluence d’une petite quantité de substances organiques contenues 
dans eau, le précipité n’est pas apparu de suite nettement caille- | 
boté ; on a dt faire bouillir doucement. Il s’est alors transformé 
en petits grumeaux faciles 4 rassembler sur le filtre. Aprés lavage 
avec de leau trés faiblement acidulée avec de l’acide azotique, 
on a obtenu 0,0210 g. de ClAg, soit 0,0052 g. de chlore ou, en 
ramenant au volume total : Cl = 0,0157 g¢. | 

b) On a évaporé le reste du liquide : 167,21 ¢., dans une petite 
capsule de platine, en présence de 0,10 g. de carbonate de sodium. 
pur et sec, introduit pour rendre la réaction alcaline dés le com- 
mencement de l’évaporation. Le résidu sec a été carbonisé & la 
température la moins élevée possible, au-dessous du rouge, mais 
complétement. Apres refroidissement, on a lessivé & l'eau pure 
et filtré. On a obtenu environ 10 ¢. ¢. de solution que Von a 
neutralisés par XIIT goutles de NO,H au 1/10; on a ajouté I goutte 


’ 


de plus, précipité par NO,Ag. Le précipité pesait 0,0426 @., cor= 


Porte TAS hn EE Ry 20 Oe er ese ek er 
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respondant a 0,0105 ¢. de chlore, soit, en ramenant au volume 
total, a Cl =0,0157, chiffre identique au précédent. 

Suice. — La solution provenant du second dosage de chlore (b) - 
a été débarrassée de l’excés d’argent par CIH et filtration, puis 
évaporée a sec dans la petite capsule de platine ow s’était fait 
le traitement préliminaire au dosage du chlore, ot se trouvait, 
par suite, la presque totalité du calcium et du magnésiam de la 
prise d’essai, avec un peu de charbon. On a ajouté le filtre, utilisé 

lors du lessivage, puis on a séché, calciné et pesé : il y avait 
0,0399 g. de cendres, soit pour le volume total d’eau de l’éprou- 
vette 0,0599 g. 

On a versé sur ces cendres X gouttes de C1H concentré, évaporé 
de nouveau a sec, mouillé avec CIH au 1/10, étendu d’eau, filtré, 
lavé, séché et calciné. On a obtenu 0,0042 g. de silice blanche, 
en légers flocons, insoluble dans la perle de phosphore. Soit pour 
le volume total de liquide 0,0063. 

Oxydes de fer et d’aluminium. — Aprés alcalinisation par 
Yammoniaque, on a réacidifié trés légérement avec de l’acide 
acétique, recueilli le mélange des hydroxydes sur un filtre. Le 
-précipité a été sommairement lavé, redissous dans un peu de CIH, 
reprécipité comme ci-dessus, enfin lavé, séché et calciné. Pesé 
0,0074 g., soit pour la totalité de Peau récoltée : 0,0111 g. 

Calcium. — Dans Je liquide, ramené par évaporation a 25 ¢. c. 
environ, on a précipité a chaud le calcium 4 l'état d’oxalate. Ce 
sel a été bien lavé a l’eau bouillante, jusqu’é ce que le liquide 
filtré ne renferme plus que les traces d’acide oxalique décelables 
par le permanganate ¢t correspondant a la solubilité de |’oxalate 

—calcique. } 

La totalité du liquide provenant de la précipitation et du lavage 
a été abandonnée au refroidissement jusqu’au lendemain. La 
minime quantité d’ oxalate calcique qui s’est déposée a été recueillie 
par filtration, lavée avec un peu d’eau bouillante et réunie a la 
portion principale. 

On a terminé le dosage par l’incinération des filtres et de leur 
contenu, puis la transformation des cendres en chlorure et fina- 
lement en sulfate de calcium. On a obtenu aprés calcination 
0,0326 g. de ce sulfate anhydre correspondant a 0,0144 g. de Ca 
pour le volume total d’eau récoltée. 

Magnésium. — Les eaux-méres de l’oxalate de calcium ont clé 
évaporées a sec dans une capsule de platine, le résidu chauffé 
lrés progressivement jusqu’au rouge sombre, les cendres reprises 
par CIH et, dans la solution additionnée d’un petit grain dacide 
eitrique, ayant un volume d’environ 4 c. c., on a précipilé le 
magnésium a |’état de phosphate ammoniaco-magnésien. On a 
eu 0,0073 g. de pyrophosphate correspondant 4a 0,0016 g. de 
magnésium, soit pour la totalité du liquide 0,0024 g. 

En résumé, les quantités de substances suivantes ont été trou- 
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vées dans l'eau récoltée et filtrée du 21 septembre au 20 décembre 
1935: 


CHIGRGeteeke fee tains oe ee ne oe) SAE eee ok. 0,0157 g. 
SING yee eee re ad CE eee MI Fae Pee EW Tite 0,0063 ¢ 
Aldmine et oxyde ferriqne. . 2... +... 46. ae aiiile ier 
(CSTUSO chee a AUS OE Pk ro oe ee a ens 0,0144 g. 
Mapgiresivuiiis «65°. 0 05 ib ST See PSE aetna ven Uae 
Dépét. — On V’a trouvé formé, comme il a été mentionne plus 


haut, en grande partie de fines particules d’aspect globulaire, 
vitrifiées, trés résistantes a l’action de l’acide chlorhydrique. A ces 
particules étaient mélés un peu de sable siliceux et une faible 
quantité d’argile. On n’a pas cette fois analysé quantitativement 
le dépét. 


Exprrrmence II. — Une nouvelle expérience a été effectuée avec 
de Veau récoltée durant le trimestre qui a suivi unmédiatement 
celui de Vexpérience précédente, l’éprouvette ayant été remise a 
la méme place le 21 décembre 1935 et retirée le 21 mars 1936. 

a) Analyse du liquide. — On a filtré 4 la trompe, sur double 
rondelle de papier Berzélius, puis a travers un filtre a plis, égale- 
ment en papier Berzéhus, de facon & éliminer aussi complétement 
que possible les substances en suspension, c’est-d-dire que l’on a 
repassé les premiéres portions jusqu’a ce que le liquide appa- 
raisse limpide. 

Les deux méthodes de dosage du chlore utilisées dans lVexpé- 
rience précédente ayant montré qu’il n’est pas nécessaire d’opérer 
sur une portion aliquote du liquide, on a évaporé directement, 
dans une grande capsule de platine, la totalité de l’eau filtrée 
(2.760 g.) et de eau de lavage du dépdt, en présence de 0,20 ge. 
de carbonate de sodium pur. 

Aprés carbonisation du résidu au-dessous du rouge, on a dosé 
@abord le chlore, comme en b de l’expérience précédente, puis, 
apres élimination de Vexcés d’argent, on a ajouté la solution 
chlorhydrique du précipité de carbonates calcique et magnésien, 
formé dans la capsule de platine pendant I’évaporation du début, 
et on a poursuivt, de la facon déja mentionnée, la séparation de 
la silice, des oxydes d’aluminium et de fer, la précipitation du 
calcium ; enfin, on a ramené les eaux-méres A environ 4 @. avant 
de procéder a Ia détermination du magnésium. ) 


On a obtenu ainsi, directement pour la totalité du liquide de 
V’éprouvette, les résultats suivants ; 


Chloretyare ners. + see cape es Spout Wire ae hos aise af 8 WOROU TOL AE 
SiNC6s Es Sis Parte ie URRY Tne a) ier eI NS (yrs 
Alumingotioxyde de fer... po i) es bee >» « wv 0,0006 B, 
Callie gs 65 i 1S: 2.0»: sip wee eS gue a Oe 0,0209 g 
Magnésium....... 
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b) Analyse du dépét. — On a incinéré d’abord le filtre.a pls a 
travers lequel avait été repassée jusqu’a limpidité l'eau claritiée 
seulement 4 la trompe et qui était encore faiblement opalescente. 
Les cendres pesaient 0,0008 g. On y a ajouté le contenu de l’en- 
tonnoir de Buchner (double rondelle de papier et partie principale 
du dépot). Une nouvelle incinération a fourni un poids total de 
cendres de 0,2314 g. Ces cendres étaient composées surtout, 
comme il a été signalé plus haut, de fines particules de machefer, 
avec du sable siliceux et un peu d’argile cuite. Il contenait en 
outre, en trés petite quantité, les cendres des microorganismes 
qui s’étaient développés visiblement dans l'eau de l’éprouvette. 

Les cendres du dépét ont été arrosées avec cing a dix fois leur 
poids d’acide chlorhydrique pur, la masse évaporée a sec au 
bain-marie, le résidu humecté d’acide chlorhydrique ; apres dilu- 
tion dans un peu d’eau, on a filtré, Javé, séché, caleiné et pesé. 
Dans la suite, on désignera ce résultat de analyse sous le nom 
d’insoluble dans ClH. 

La solution acide a été traitée par l’hydrogéne sulfuré qui a 
permis de séparer une trace de sulfure de cuivre, puis, aprés 
élimination de l’excés de gaz et la peroxydation du fer par ébulli- 
tion en présence de quelques gouttes d’acide azotique, on a pro- 
cédé aux dosages successifs des oxydes d’aluminium et de fer, du 
calcium et du magnésium, comme dans le cas de l’eau de pluie 


filtrée. On a trouvé ainsi : 


msolinbled nse ames wats Releeerate eo. 5 oy a Sa 01932 g. 

User des: deAlse tides Peers hs vahihenes ters, a ok Nite hae, 20,0190 18: 

Oalenaniaets partie rots Ca A ieihe tsyys aeezaes aa hae 0,0062 g. 

I POTECOTU le ee maar tern ed cers SRAS Sel. BT a a ot ohy gee 0.0002 g 
Expérience II. — La récolte de l’eau de pluie a été continuée 


un nouveau trimestre au méme endroit, du 21 mars au 21 juin 
1936. Le temps a été trés sec a la fin de cette période et le liquide 
de l’éprouvette s’est complétement évaporé. Pour l’analyse, il a 
donc fallu extraire Je résidu avec de l’eau pure (redistillée sous 
pression réduite dans un appareil de verre, comme toute ]’eau 
employée au cours des analyses) et s’aider de l’agitateur spécial 
a bout de liége. 

a) Analyse du liquide d’extraction. — Ce liquide, du volume 
d’environ 1 litre, a été clarifié 4 la trompe puis a travers un 
filtre 4 plis, on l’a évaporé dans la capsule de platine mais, n’ayant 
pas cette fois l’intention d’y doser le chlore, sans addition de 
carbonate sodique. Le résidu sec a été incinéré, traité par Pacide 
chlorhydrique et analysé comme plus haut. On a obetnu : 


SS EYC CARR ET aie alates. Seta Re ay pe Selcleue fant a) hig sate 0,0007 g. 
Oxvaoe wal et de. Bey tg ee ae lene 0,0044 g. 
Galcuriiee tea et enter cs | eae maar tire Male 6s 0,04183 g. 


Miomochwante ees hie) tak) i= ber wlomere yehisl se 0,0042 g. 
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b) Analyse du dépét. — Ce dépot a donné par incinération 
0,1992 g. de cendres rougeé yentres dans lesquelles on a dosé 
Insoluble;dans Clos Aes aos a on ae oo ee eee eee ne eae 
Oxydes @aketide Fe (.. \ 5 ec toy ees sb Og Wau Lis 
Callelum ater fice gop cae OR conten ot olnts ep ee tei enes Pe UMUC oman 
Magnesite cys ttioitke csi beers tte oe Ree ec OOOTD ES: 
Expérience IV. — Enfin, pour avo des résultats portant sur 


Veau filtrée et sur le dépot d’une année entiére, |’éprouvette a été 
replacée encore une fois sur le toit de la salle des machines et 
Von a recueilli Peau tombée du 21 juin au 22 septembre 1936. 

a) Analyse de eau. — Aprés filtration, évaporation dans la 
grande capsule de platine avec 0,20 g. de carbonate de sodium, 
carbonisation, lavage quatre fois avec 1 a 2 ¢. c. d’eau chaque 
fois et lavage complémentaire du filtre, on a dosé le chlore dans 
la solution. 

Ensuite, l’excés d’argent a été éliminé, on a séparé la silice, 
un peu de cuivre que l’on a dosé colorimétriquement a l’état d’eau 
céleste, précipité les oxydes d’aluminium et de fer, le calcium 
et enfin le magnésium. Voici les chirffes obtenus 


ODLORG ratte Na t-o eats tide ar Eo De alae Goce G8 UGE 
Silice .. fee GRE ey Bo Ve 1 ae ALO Ome 
Oxydes d’Al et de Fe Leap blotbatbieleiae Sk tt WAS DEY es DPS rer On Oats 
Chidtigm:; uae ee C1 Acai eS RR ROR ies 
Magnesiumi wis.) stance ve eth oet) <dilsn ersrse el ee eee mee MUO COQ ce 
b) Analyse du dépél. — Ce dépdot, rassemblé au cours dun 


trimestre chaud et lumineux, contenait une assez forte proportion 
d’algues vertes. Je n’en ai pas déterminé le poids exact, ce qui 
aurait trop compliqué Vexpérimentation, mais, aprés dessiccation 
a lair libre, sur la table du laboratoire, les deux rondelles de 
papier Berzélius qui le supportaient ont été séparées et, celle du 
dessous servant de tare, j’ai noté que celle du dessus pesait prés 
de 0,4 @. en plus. Ce poids, lres approximatif du dépdt a laissé 
par in¢ inération 0,1179 ge. de cendres, dont l’analyse a fourni les 
résultats suivants 


Insolublevdans CUM Ty, ..: . aa sist 9 aon emia toe RNeundeme OR MOR Mae 
Oxydes d'Aliet de Fe os sce ian aie ayes eben ees Oates 
Caleta ye cain EOE: Soon oe ot teal saint anna. eee 
MagnesinTa ys saver ye evel arte th oor ee eh ee Lennie ten mn OOOO RES 


I] est intéressant de remarquer que la plus grande partie du 
magnésium contenu dans ce dépot devait provenir des végétations 
microscopiques qui avaient mis a profit pour organiser leurs tissus 
les combinaisons minérales dissoutes dans Veau de pluie. On 
peut caleuler, en effet, en admettant une teneur de 0,25 A 0,50 p. 100 
de magnésium dans la matiére séche de ces végctations, ce qui 
ne doit pas étre éloigné de la vérité, qu’il suffisait de la produc- 


~ 
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tion de 1 a 2 décig. de matiéres végétales séches pour correspondre 
a la quantité de magnésium trouvée dans le dépdt. Ll résulte de 
cette considération que la quantité de magnésium qui aurait di 
clre rencontrée dans l’eau filtrée si des algues ne s’y étaient pas 
développées aurait été de 0,0015 g. au moins, au lieu de 0,0010 e. 


~ 


B. — Exp&rRIENCES AVEC L’EAU RECOLTIE SUR LA TERRASSE. 


ExpERIENcE V. — Ayant pu mettre a profit dans la suite de mes 
recherches la terrasse des ateliers de conditionnement des sérums, 
située au voisinage immédiat de mon laboratoire, mais dans une 
situation plus favorable que le toit de la salle des machines, j’ai 
réussi a obtenir de l’eau de pluie ne contenant presque plus de 
dépét minéral. 

Un premier échantillon de cette eau a été rassemblé du 24 juin 
au 23 septembre 1940 (3). Il n’avait pas beaucoup plu durant ce 
trimestre, l’eau avait eu le temps de s’évaporer en grande partie 
et son volume était seulement de 760 c. c. environ. On I’a filtrée 
4 la trompe a travers une double rondelle de papier Berzélius, 
puis a travers un filtre a plis de méme papier, ainsi que les 
200 c. c. d’eau de lavage. 

a) Analyse de leau. — L’eau filtrée était parfaitement incolore 
et limpide ; l’eau de lavage, au contraire, est passée un peu opa- 
lescente et grisdtre 4 la trompe, mais celle s’est complétement 
éclaircie et décolorée par le filtre a plis. 

Substances dissoutes. — Evaporée au bain-marie dans une 
capsule de platine, la totalité de l’eau filtrée a laissé 0,033 g. de 
résidu sec qui ont fourni, par incinération au four 4 moufle a 
une température atteignant au plus Je rouge sombre, 0,020 g. de 
cendres. 

Silice. — Arrosage des cendres avec 1 c. c. de CIH au 1/10; 
filtration et lavage ; dessiccation et calcination. Obtenu 0,0005 g. 
de flocons légers presque blancs, 4 peine teintés de jaune. 

Oxydes d’aluminium et de fer. — Précipitation de Ja solution 
filtrée par l’ammoniaque ; réacidification légére avec de acide 
acétique, en présence @hélianthine. On tiédit pour rassembler 
quelques flocons de couleur rouille que l’on recueille sur filtre ¢# 
incinére ; poids : 0,0003 g. 

Calcium. — Précipitation & chaud par Voxalate d’ammoniaque, 


(3) J’avais commencé a Ja fin du mois de juin 1939 une récolte qui 
devait avoir bientot une année, lorsqu’elle a été souillée par une telle 
quantité de suie pétrolifére, résultant des incendies provoqués pour 
des raisons militaires de plusieurs usines ou réserves de carburants, 
que j’ai dai renoncer 4 m’en servir. Aprés un sérieux nettoyage, yal 
replacé l’éprouvette sur la terrasse, mais, vu les circonstances, sans 
renouveler la récolte d’une année entiére, j’ai entrepris les experiences 
trimestrielles. 
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le volume du liquide étant de 35 4 40 c. c. On recueille et trans- 
forme le précipité en sulfate de calcium, comme il a déja été 
ee décrit. Compte tenu d’un peu d’oxalate récupéré un peu plus 
Re loin, on a pesé 0,0131 g. de sel anhydre correspondant a 0,00385 g. 
ee de calcium. | 


4 
x My Magnésium. — On concentre les 70 c. c. environ d’eaux-méres j 
}) et de lavage de l’oxalate de calcium au bain-marie, a sec ; on | 
<i passe le résidu au four avec précaution, en chauffant trés pro- — 
=~ gresssivement, pour chasser les sels ammoniacaux. Il reste 
a 0,010 g. de résidu fixe que l’on redissout dans 1 c. c. de ClH 
a au 1/10; on alcalinise par ’ammoniaque, a lhélianthine, réaci- 
a; difie par l’acide acétique, verse I goutte d’oxalate d’ammoniaque, _ 
ae. chauffe au bain-marie, filtre-et lave & V’eau bouillante, Volume 
i du ‘liquide *: 12texc. 
ae a Le précipité, pouvant renfermer un peu d’oxalate de magné- 
Pass, sium, est calciné. On reprend par VI gouttes de CIH au 1/2; 
Vx chauffage, neutralisation par NH,OH a I’hélianthine et réacidifi- 
alae cation par l’acide acétique ; filtration et lavage. On ajoute le 
seed liquide, tandis que les petits précipités calciques sont transformés 
yt en sulfate pour compléter, comme il est mentionné plus haut, le 


dosage du calcium. 
:? ll y a alors 21 g. de liquide magnésien. On le concentre au 
. bain-marie dans une capsule de platine ; transvase dans un petit — 
Ba.” gobelet de verre, obtient avec le lavage 4 g. de liquide final que 
a lon additionne d’un grain d’acide citrique et précipite par le 
phosphate d’ammoniaque et de l’ammoniaque. On obtient 0,0017 g. 
de pyrophosphate contenant 0,00036 g. de magnésium. 
Soit, en rassemblant les résultats : 


i Substances dissoutesn aw Ep ct ee ee eee 0,033 ¢. 
‘. Dont Cond LCS mas are a atte “groan iaanie s ee ia ee 0,020 g. 
Slide. 6g e a wes hes Wet oh) Aiea meen 0,0005 g. 
OxydesiMAlicl deere. 2) ute. aiken peeps Ste Lee 0,0003 g. 
Galeri TE arene cle ye We asta at ae a cnr Paneer ria 0,0088 g. 


< Examen du dépét. — Apres dessiccation a l’air libre des deux 
rondelles, on enléve a la pince les corps de 12 insectes qui étaient 
ox tombés et s’étaient noyés dans |’éprouvette (2 coléoptéres, 8 hymé- 
Ye noptéres et 2 diptéres). Ces insectes, de petites dimensions, ne 
oe - pesaient ensemble que 0,0075 g. aprés dessiccation a l’étuve et 
. n’ont laissé que 0,0013 g. de cendres, Ils ne pouvaient avoir sur 
le résultat de l’expérience qu’une influence négligeable (4). 
he Les rondelles ont été brfiilées avec le filtre 4 plis. Il est resté 
uf 0,0304 g. de cendres légéres, de couleur gris roux, dont l’analyse, 


mi (4) Voir, aprés Vexpérience VIII, les résultats donnés par 1’analyse 
c des abeilles, 
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effectuée comme celle des dépdts recueillis sur le toit de la salle 
des machines, a donné les chiffres suivants : 


Insoluble dans ClU 


NSE REN lait tot ite RisBicl Taw om, sEweasly oi leh et ney ate 0,0248 @. 
PROCS Mint OC: Vee fel Sieehs's La, tates ae Lk sg 0,0035 g. 
UMEERUUUSL: SE Lay Bi ataietechas Sete yee aaemMe aia A's ft aaa mn 0,0010 xg. 

5 RUSE OSITDN TOTS SMD A, eS SEES pies Pecpaeh bg oe ac 0,0u02 2. 

_Expérience VI. — L’eau d’un nouveau trimestre est recueillie 


sur la terrasse du 23 septembre au 24 décembre. Le 30 octobre, 
a cause de la gelée, on a ajouté 50 c. c. d’alcool pur. Pour la 
méme raison, on en a ajouté encore 50 c. c. le 29 novembre, 


le 1%, le 16 et le 22 décembre. Le 23, la température étant tombée 


a —8° dans la nuit, le contenu de |’éprouvette est presque entié- 


-rement solidifié, avec seulement un peu d’eau alcoolisée liquide. 
_ On descend l’éprouvette dans le laboratoire, laisse fondre la glace 
et sépare le liquide du dépot par filtration. Tl y en a 1.392 g. 


avant le lavage 4 |’eau pure. 


On a procédé, pour l’analyse du liquide et du dépot, exactement 
de la méme facon que dans le cas précédent. On a obtenu les 
résultats qui suivent : 

a) Analyse du liquide : 


SUDstancess GSSOURES 20 se lorie Meuycfusrial Go jr shoe Ne. ais 0,084 g. 
MSM COMTPOS «Fe Meyer as oa oMise th needy «ot Lees. Spec ee teas 0,043 g. 
Silice. SB aay Se Halen Angi en Sr Scaghy be: Poe anc Re am reba 0,0045 g 
OxydestdiAtretrae: B61. seas A Sie e.g eae 0,0032 g 
CUE os. el Cee abe lana bt Ph eh 9 be caste On ees aera ae PR 0,0066 ¢. 
Mao desi cra stk coher EEN Gos Miter CE ae 2 tL <5 Vert 0,00084 g. 


b) Analyse du dépét. — Différence de poids des deux rondelles 


‘desséchées a l’air libre sans chauffage : 0,12 g. Apres inciné- 


ration, cendres obtenues : 0,0550 g. Résultats de l’analyse 


Ins Oakey cram (OU EL es ele kl Dot ptt Take eae) Col cob hs Maile 0,0478 ¢. 

Omy deraeate othe Meer sc tl, Bo ood. tee debe >. eel ve 0,0060 g. 

CLA CIN TAG ee ae eres seh cL a fos 0 lahct P h aieiRlinguis ae age oe 0,00044 @. 

(GTR EVESSTEQGUR SNe SE aa ines an Sele eae ery Ria Oo 2 ety ete 0,00017 x. 
Expirrence VII. — Cet échantillon d’eau a été récolté pendant 


le trimestre allant du 24 décembre 1940 au 24 mars 1941. L’eau 
était limpide au-dessus d’un faible dépét. Son poids était de 
2.133 g. 

a) eats de l'eau. — Aprés évaporation A sec au bain-marie 
dans une capsule de platine, il est resté 0,1084 ¢. de résidu dans 
lequel on reconnaissait de nombreux glomérules blancs de petite 
dimension, ressemblant 4 du sulfate de calcium. Le passage au 
four a moufle a laissé 0,0552 g. de cendres dont l’analyse a 
fourni les chiffres ci-dessous : 


Gil Camere oe a tank Gaunt ye neha Metre oY Sa eK Pte 10, 0033e. 


Oxydes d'Aliat de Fes os eo as HRN es 0.0054 2. 
(alci risa meiae ei eae hol PP satis Ua) Fam eaeac teks, Gt lelaat «tae 0,0096 g. 


MR GHGSHTUIID ia araay ayo Mele 8 nerer cages! Tah tt ig 0,0009 g. 
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Brion b) Mnalyse du dépot..— Différence de poids entre les deux ron- 
ser ce delles séchées : 0,255 g. Cendres des deux rondelles et du filtre 
ane a plis : 0,153 g. Ces cendres sont formées, ainsi qu’il apparait 
a au premier abord, surtout de sable. Aprés l’attaque a Vacide 
chlorhydrique, elles donnent & |’analyse 
Tadolubledans’ GiEa. ap tek ae yee ae ee 0,132 g. ; 
Oxydesi Al etide Me: eels as cr igen eee ne ae 0,04146 g. 
OalCvurni ee em ae Sr aes ta TR OMAN yt Sty Ore Bie. a0; 0014523 
MngiiosiUitic eq. .'hs Dace chat ce ee ates 0,00034 g. ; 


Expérience VIII. — Cette derniére expérience, destinée a com- 
pléter une année de récolte, a porté sur une période allant du 
26 mars au 27 juin 1941. Le poids du liquide filtré était de 922 ¢., — 


% . q 
non compris les eaux de lavage. : 
a) Analyse du liquide. ; 
Substances dissoutes. ...... 2.40% Rts sie tales LOA ota : 

Dont cendres'.s) 4) - = ea en acer rancie ey teeny he 05,059) ga. 

Silioe ese tanghe des cao eta Re SERN obicuhe ciadunn Pea aes 0,0010 g. 
OxydesyarAl Ct de esr its vote line, enlaces nemo Le . « 20,0018 9. ) 
Calcium'y 7 e557 saat ane kee oe, DAM sys 0,0116 g. 

MagnesiumMers str ationaks Meytorr snot. ict, oo evbetee ee OF OOOS TES. 


-b) Analyse du dépot. — Différence de poids des deux rondelles _ 
séchées a lair : 0,825 g. (aprés enlévement de 3 abeilles qu 
s’étaient noyées dans |’éprouvette depuis quelques jours et dont 

Vinfluence sera examinée un peu plus loin). Gendres de couleur — 
rousseatre pesant : 0,1896 g. 


Insoluble dans CIM... . orohel “Mba Cote Sree ena as 01225. g. 
Oxydes’ diAlvetideerc. a hwcrarten len kstis Imiaray lpane 0,01414 g. 
Caletum insti: 0 tate Gre ariicae othe tek tare esa sen 0,00162 g. 
M62N6SiU Nie. auieut Se akigaeen™ oop ee Nes aaa a+ « «| 0.00044: 2. 


A Vexamen muicroscopique, les cendres apparaissent manifes- 
tement formées de grains de sable siliceux et de nombreuses | 
petites spheres noires, brillantes de machefer, le tout mélangé 
avee une fine poussiére rougedtre, trés probablement de l’argile 
calcinée, ' 

C..— ANALYSE DES ABEILLES. 
\ 

Afin de pouvoir me rendre compte de Vinfluence possible des 
eadavres (abeilles rencontrés dans Vexpérience VIII, j'ai pro- 
cédé a Vanalyse comparative d’un lot plus important des mémes 
insectes. Les abeilles en question provenaient d’un rucher expé-— 
rimental organisé et surveillé par M. Maurice Mathis, a l'Institut — 
Pasteur, & moins d’une centaine de metres de l’endroit ot se 
lrouvait mon éprouvette. Grace 4 M. Mathis, j’ai pu opérer sur 
un lot de 100 abeilles de la race identifiée par lui. Les animaux 
furent tués par chloroformisation, pesés avant et apres dessicca-_ 
lion, incinérés lentement dans un four & moufle a Ja température 


la plus basse possible et selon la méthode en deux temps. Les 
cendres sont en effet tres fusibles et, si l’on chauffait trop, ne 
_ ftit-ee qu’un instant, il se ferait un verre (phosphaté) qui englo- 


4 berait le charbon et l’empécherait de brdaler. Les cendres ont été 
q analysées comme celles provenant de l’eau de pluie et du dépot 
_ de Péprouvette. Voici les résultats de cette analyse 

a ee 

4 Poidsidé/100-abeilles fraiches..- . Pe a Ar QT oles. 

; Poids de 100 abeilles séchées & 100°... ., 6 2... ee 2,944 g. 
soit 31,2 p. 100 de matiéres séches. 

Gendine swine aetna famtere fGe EP uname eae Tim in ee 0,116 g. 


_ soit 25 p. 100 des insectes frais et 3,98 des insecles séchés. 
Composition des cendres des 100 insectes 


oa CO ge SESE iloen te Sao SER PM A Rew Gee 0,0015 g. 
:. Oxydles ava lZeuide th Os Nee leh. arth ye pcr hee oa cme aud 0,0035 g. 
> POIeGa 2E. GN ik lah ee SAS ts as hk te 0,0029 g. 
aD IMaomeSirnie ecg tc, tees eon: Poe Me erg hace 0,0028 g. 


_ On voit par ces chiffres que si les éléments contenus dans le 

_ corps des abeilles étaient passés entiérement, en dissolution dans 

Veau de l’éprouvette, ils n’auraient augmenté les résultats de 

_ VPanalyse de l’eau que de : 

et 0,0029 g. X 3/100 = 0,00009 pour le calcium 

et de : 

e, 0,0028 X 3/100 = 0,00008 pour le magnésium. 

__ Ces chiffres sont beaucoup trop petits pour que l’on ait 4 en 

- tenir compte, il n’y a pas a se préoccuper de l’influence pertur- 
batrice des abeilles sur la composition de l’eau de pluie de l’expé- 

-yience VIII. ~ ; 


Comme il ne doit pas y avoir une grande différence de compo- 


sition minérale entre les abeilles et les petits insectes rencontrés 
dans l’eau de l’expérience V, on peut a plus forte raison penser 
que ces derniers, dont le poids, aprés dessiccation, n’attelgnait 
que 0,0075 ¢., n’ont pas influencé non plus d’une facon sensible 
les résultats de analyse de l’eau dans laquelle ils s’étaient noyés. 


PRINCIPAUX RESULTATS ET CONCLUSIONS. 


- Si Yon rapproche Jes principaux résullats : magnésium et cal- 
cium trouvés dans le liquide et dans le dépdt de Véprouvette, 
poids des matiéres minérales de ce dépdt, en faisant coincider 
les saisons durant lesquelles ont été faites les récoltes d’eau de 
pluie, de maniére a faciliter les comparaisons, on obtient les 
deux tableaux suivants ip 
Dans les recherches sur la composition de l’eau de pluie de 
- Grignon, j’ai pu établir que les substances trouvées dans le liquide 


4 
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iF . 
‘4 Tanueav I. — Premiere série d’expériences (salle des machines). : 

» 

2 ty == : 
(Se, Z 

oO o H 

ear Be ale Be eae re. ons 2 

ae O02 a 23538 5 Sa8 8 ; 

4 zoOa Loo aS Oy. TAY” | J 

eae rs sop | a = x 0 Bio 3 ° : 

ae PEON |e Ep Khe Ae ee es ~ rf 
eas oe Se eal ae Be 

u :| 
zee | 
aah. a. — Liquide : | 

See Calcium... 93." . 10,0183 g.| 0.0181 g. | 0,0144 g. a | 
{ bo Loe tte os .}0,0012 g. 10,0010 g. | 0,0024 g. : 

ty b. — Dépét : ; 

i Matiéres minérales.| 0,2344 g. | 0,1992 g. | 0,4179 g. |[0,41828 g) (4)} 0,7343 g. F 

ees | Calcium. .>.¢. 0. 0,062 g. | 0,0007 . | 00006 g. |(0,0025 g. 0,,0100 g. 
ee ie Magnésium . . . .| 0,0002 g.} 0,0004 g.} 0,0007 g. |(0,0003 g.) 0,0013 g. 

~ ee 

ce . (1) Le dépdt de ce trimestre n'ayant pas été analysé quantitativement, j'ai, pour estimer 

se les résultats d’une année, remplacé les chiffres absents par la moyenne des trois autres 
Ae trimestres. 

t bee ne ¢ 
ae 
RP za! TasLeau Il. — Deuxiéme série d’expériences (terrasse). 

& g rs] B} sao Ree 3 
vs cee vai fa, Cer tered ee cat |e Ge a 
§ Bota d | aoeae oe oe | ae eee ; 
: } Bogee Ae teas bh EI Be SORaS B | 
2 Stas) (Rah ot TeBiet Ao te ene | 
iy | 
| 

a a. — Liquide : | 

* Caleium 0,0096 g. | 0,0116 g. |0,0038 g. )0,0066g. | 0,0347 g. 

S Magnésium. . . . .| 0,00090 g. | 0,00097 g. | 0,00036 g. | 0,0008% g. | 00034 g. 

| b. — Dépdt : | 

Ld Matiéres minérales . 30 ge. 10,1396 g. | 0,0304 g. 550g. | 0,3780 g, 

PBA) g Calcium 4g. |0,0016g. | 0,0010g. 4g. | 0,0044 g. 
a 3g. |0,0004e. | 0,0002¢. . | 0,004 g. 

% . 

3. 
ee: ne pouvaient avoir que partiellement pour origine la dissolution 
ya des poussiéres terrestres du voisinage. I] est on ne peut plus 
dhs probable qu’il en est de méme dans le cas de l'eau récoltée a 

: Paris. Ce ne sont pas, en effet, les granulations microscopiques 
ae dont j’ai signalé la présence dans le sédiment des eaux météo- 
mee riques parisiennes qui peuvent influencer beaucoup la teneur en 
K 6 


substances dissoutes de l’ean avec laquelle elles sont en contact. — 


s 
7] 
. £ 
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J’ai dit que je tenais ces granulations comme étant de la nature 
du machefer : ce dernier résulte, comme on sait, de la fusion en 
masse des cendres de houille dans le foyer des appareils de 
chauffage et des chaudiéres & vapeur ; les granulations microsco- 
piques précitées ne seraient autres que des parties trés fines de 
cendres fondues et entrainées par les gaz chauds qui s’échappent 
des cheminées. Or, d’aprés les analyses de Prost (6) et celles de 
Campredon (7), 11 y aurait seulement dans les cendres de houille 
de diverses provenances, selon leur fusibilité, de 2 a 6 p. 100 de 
calcium et de 0,47 4 1,73 p. 100 de magnésium. Dans le machefer, 
ces métaux sont engagés, avec du fer et de l’aluminium, sous la 
forme de silicates fondus, c’est-a-dire de produits trés résistants 
a la dissolution, méme par l’acide chlorhydrique, et que l’on doit 
attaquer par fusion alcaline lorsqu’on veut en faire une analyse 
complete. L’aspect brillant au microscope de ces granulations 
et le peu de substances que l’on extrait en traitant le dépdt qui 
les renferme par l’acide chlorhydrique dans les essais que je 
rapporte aujourd’hui corroborent cette maniére de voir. 

Ainsi, de ]’ensemble des recherches que je poursuis depuis 
plusieurs années sur la composition des eaux météoriques, un 
certain nombre en fractionnant les récoltes de trois en trois mois, 
il ressort que ces eaux, loin d’avoir la pureté de l’eau distillée, 
comme on le croit ordinairement, renferment, aussi bien 4 Paris 
(Institut Pasteur) qu’a la campagne (Ecole d’Agriculture de Gri- 
enon), de petites quantités de substances dissoutes et, en parti- 
culier, de magnésium. Il apparait, en outre, bien que de nouvelles 
observations soient nécessaires pour en avoir la certitude, qu'une 
proportion relativement importante de ces substances est d’une 
autre origine que les poussiéres provenant du voisinage de l’endroit 
ot a été placée l’éprouvette servant a Ja récolte de l’eau. 

Les quantités de substances dissoutes varient notablement d’une 
année A l’autre, au moins du simple au double dans mes expé- 
riences. Elles semblent présenter un minimum dans la période 
de juin 4 septembre. Mais ce ne sont 1A que de premiéres indi- 
cations. 

Etant donné J’intérét biologique de ces substances et, en parti- 
culier, du magnésium, il serait utile d’entreprendre des expériences 
nombreuses et variées qui apporteraient sur leur nature, Jeur 
origine, ainsi que sur leurs variations quantitatives dans les eaux 
météoriques, selon les temps et les lieux, des connaissances plus 


approfondies. 


(6) Eug. Prost, Moniteur scientifique de Quesneville, 1895, 46, 560. 
(7) L. .Camprepon, Guide pratique du chimiste métallurgiste et de 


Vessayeur, Paris, 1898, 196. 
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COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


COMPORTEMENT DU RAT 
A L'INOCULATION PERITONEALE 

DE VIRUS HISTORIQUE PASSE PAR LAPIN 
(SOUCHE PULMONAIRE LAPIN) 


par Pau, GIROUD et Rexyé PANTHIER. 


Nous avons montré le comportement du cobaye 4 Vinoculation péri- 
tonéale de virus historique passé par lapin (souche pulmonaire). Les 
passages faits avec le tissu ot avaient cultivé d’emblée les rickettsies 
(vaginales), ou ceux faits avec les lissus ot ce virus s’était localisé 
secondairement (cerveau) se comportent de facon différente. Dans le 
premier cas on obtient un virus orchitique, dans |’autre un virus non 
orchitique. Nos essais se rapportent & 42 rats. Ils ont été faits tout 
d’abord par inoculation de doses massives de rickeltsies venant direc- 
tement du poumon de lapin et de rickettsies provenant de cobayes, 
inoculés avec ces mémes souches passées par lapin. 

Les inoculations ont donné les résultats suivants 

l° Souche historique de Nicolle, doses massives de poumon de bapin. 

Injection intra-péritonéale de 4 ¢. c. du soixante-quatriéme passage 
lapin (1 g. dans 4 c. ¢.). 2 rats sur 4 en hypothermie présentent, dans 
Vexsudat de la yaginale, des rickettsies anormales au septiéme et au 
neuviéme jour. 

Injection intra-péritonéale de 1 ¢.,c. du soixante-huitiéme passage 
lapin (1 g. dans 8 c. c.). 2 rats, apres une fiévre de un & trois jours, 
n’ont pas de rickettsies au neuviéme et au onziéme jour. 2 autres ne 
font aucune réaction fébrile. 


Injection intra-péritonéale de 2,5 ¢, c. du soixante-treiziéme passage 
lapin (1 g. dans 5 ¢ 


c. ¢.). 3 rats meurent en hypothermie sans présenter 
de rickettsies. 
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Injection intra-péritonéale de 2c. c. du quatre-vingt-huitiéme passage 
lapin (1 g. dans 10 c. c.). 1 rat sur 2 meurt au troisi¢me jour. Pas de 
rickettsies. 

2° Rickettsies de la méme souche aprés passage par cobaye. — 

a) Aprés un seul passage sur cobaye et au quatre-vingt-deuxidme 
passage lapin les vaginales et l’exsudat de la rate du cobaye sont trés 
riches en rickettsies. Chez le rat, apres deux jours de fiévre, on met 


en évidence de trés rares rickettsies. 


b) Aprés quatre ou cinq passages sur cobayes et au soixante-dix- 
huitiéme passage lapin les vaginales et l’exsudat de la rate sont riches 
en rickettsies ; le passage sur le rat ne provoque pas de rickettsies. 

3° Passage rat —> rat. 

Aux dépens du poumon. Dans deux essais dés le deuxiéme passage 
sur rat on ne met plus en évidence de rickettsies.. Au cours des géné- 


rations successives une réaction fébrile continue & se produire du 
cinquiéme au huitiéme jour. Cing passages ont ainsi été effectués. 


Ces passages négatifs sur le rat, en parlant de prélévements faits au 
septiéme et au huiti¢me jour, nous ont amenés A chercher si ce résultal 
ne provenait. pas du temps trop court laissé 4 ]’évolution du virus, 
aussi avons-nous, dans d’autres essais, fait des passages au trentiéme 
et au trente-cinquiéme jour de l’inoculation. Les résultats furent les 
mémes que précédemment. La souche ne fut pas non plus, dans ces 
conditions, adaptée au rat. 

Auz dépens de la vaginale et de la rate du cobaye. Les résultats ont 
été aussi négatifs aprés 4 ou 5 générations sur cobayes. Dés le premier 
passage sur rat on ne peut mettre en évidence de rickettsies, il en est 
de méme au cours des deuxiéme et troisieme passages effectués. 

4° Souche historique de Nicolle, doses massives de poumon de souris 
au premier passage. 

Injection de 1 c. c. intra-péritonéale au quatre-vingt-huitiéme passage, 
1/4 poumon souris. 1 rat sacrifié en hyperthermie au troisitme jour 
a quelques rickettsies et des cellules de Mooser 4 la premiére généra- 
tion, Ja deuxiéme est négative. 

5° Souche épidémique de l’Est. 

Injection de 2,5 c. c. intra-péritonéale au trente-neuviéme passage 
lapin (1 g. dans 5c. ¢.). 1 rat sur 2 meurt sans rickettsies visibles. 

' 6° Souche épidémique Nord-Africaine @ l’isolement. 

4 rats infectés aux dépens du premier passage et du sixiéme passage 
sur cobaye font une fiévre légére sans rickettsies visibles. 

Conclusions. — Méme aprés quatre-vingts passages sur poumon de 
lapin et en partant de quantité énorme de matériel trés riche en 
rickettsics, la souche de typhus historique de Nicolle ne provoque 


chez le rat inoculé par voie péritonéale qu’une maladie transitoire, 


pendant laquelle au premicr passage on peut mettre en évidence des 
rickettsies. Cette souche ne s’est pas adaptée au rat puisque les ric- 
kettsies ne peuvent y étre cultivées en série jusqu’’ présent. Il en 
est de méme pour une souche épidémique de ]’Est au trente-neuviéme 


passage sur lapin et pour une souche ¢épidémique Nord-Africaine a 


Visolement. Le rat reste donc un test sir pour la différenciation du 
virus épidémique et du virus murin. 


(Institut Pasteur.) 
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L'ACTION BACTERIOSTATIQUE DES RAYONS X 
ET ULTRA-VIOLETS 


par P. BONET-MAURY, R. PERAULT et M.-L. ERICHSEN. 


Le respirométre classique de Warburg nous a permis de mettre en 
évidence l’action bactériostatique irréversible du rayonnement total 
du radon (1). Cet effet doit étre attribué, pour ce rayonnement, aux 
particules « qui transportent plus de 90 p. 100 de l’énergie absorbée, | 
mais il y a de sérieuses raisons de penser que les autres radiations 
ionisantes, comme les rayons X, doivent se comporter de maniére 
analogue. Pour les rayons U.V., dont le quantum, trop faible pour 
ioniser, produit seulement des excitations, il était intéressant de véri- 
fier si leur effet était analogue ou non A celui des radiations ionisantes. 


Action des rayons X de 0,9 A (2) sur la respiration de B. coli. — Nous 
avons effectué l’irradiation sur le film continu constitué par une culture 
de B. coli sur gélose ; cette culture, 4gée de vingt-quatre heures, est — 
renfermée dans une petite boite de Petri (3 cm. de diamétre), entiére- 
ment plongée dans le faisceau de rayons X. Aprés irradiation conve- 
nable (3), le film est émulsionné dans l’eau physiologique tamponnée 
(pH 7,2), la densité optique en lumiére blanche ajustée a 0,3 et le 
titre biologique vérifié par la méthode des dilutions. On obtient ainsi 
des suspensions « stériles » au sens classique du terme, c’est-d-dire 
incapables de proliférer sur les milieux nutritifs usuels, et de concen- 
tration convenable (10° germes par centimétre cube) pour la _ respi- 
rométrie ; aprés addition de 5 p. 100 de glucose (ou dilution au 1/2 
avee du bouillon) on les introduit dans les fioles de Warburg. Outre 
les suspensions « radiostériles », chaque expérience de respirométrie 
comprend, ‘avec le thermobarométre, deux fioles témoins : l’une ren- 
fermant des germes vivants normaux (4) et l’autre des germes tués 
par la chaleur (60° pendant 4 h.); ces germes tués, dans toutes nos expé- 
riences, n’ont jamais manifesté d’aclivité respiratoire et se sont com- 
portés comme le thermobarométre. La figure 1 A montre que les suspen- 
sions « stérilisées» par les rayons X respirent régulicrement et conservent, 


(1) Bonér-Maury, Pérautr et Eriensen, ces Annales, 1943, 69, 189. — 
Bonér-Maury et Orivier, C. R. Acad. Sci., 1939, 209, 459. 

(2) Le rayonnement du tube utilisé a été soigneusement analysé par 
M. Frilley, qui a trouvé, a coté du rayonnement caractéristique du radia- 
teur de Mo (Kg : 0,69 A), un fond continu non négligeable. Le rayonnement 
nest pas strictement monochromatique et, d’aprés M. Frilley, on peut 
considérer gu’il correspond & une longueur d’onde efficace de 0,95 A. 

(3) Nous avons utilisé des doses égales ou supérieures A 60.000 r, mais 
il est vraisemblable que la « stérilisation » peut étre obtenue pour des 
doses plus faibles. 

(4) Dans le cas de respiration en bouillon, nous avons utilisé comme 
témoin des microbes « stérisés » par le radon (bactériostase a), 
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au moins en partie, leur métabolisme respiratoire aprés avoir perdu 
tout pouvoir de multiplication. 

Action des rayons U.V. de 2.537 A sur la respiration de B. coli. — 
L’appareillage utilisé co) donne un rayonnement sensiblement mono- 
chromatique de 2.537 A; la stérilisation de suspensions suffisamment 
concentrées pour permettre la respirométrie, présente certaines diffi- 
cultés expérimentales. L’absorption trés importante du rayonnement U.V. 
de 2.537 A dans les corps bactériens oblige & irradier en couches tras 
minces, dans de larges boites de Petri et A agiter pendant toute la 
durée de Virradiation pour réduire l’effet d’ombre (6). Méme dans ces 


350 


300 


/00 


pact ERIOSTASEU. VI 
26.000 ergs (m.m2) 


Consommation totale od oxygéne en mm3 


4 heures O 7 2 3 ra ae 


Respiration oe B.Coli irradsé en K et UV. 


conditions, des germes échappent & Jirradiation et l’indépendance de 
leur faible concentration résiduelle (10 4 100 germes sur un milliard) 
avec Ia dose (9.000 & 25.000 ergs par millimétre carré) montre bien 
qu’il s’agit d’un effet de protection. Pour la respirométrie, la présence 
de ces germes intacts peut étre complétement négligée, car avec le 
milieu nutritif utilisé, impropre 4,la prolifération (sérum physiolo- 
gique tamponné, glucosé), il faudrait des concentrations en germes 
protégés beaucoup plus importantes (10° par centimétre cube au moins) 
pour pouvoir déceler leur respiration. Chaque expérience comprend, 
dailleurs, un témoin renfermant des germes vivants 4 une concen- 
tration égale ou supérieure 2 celle des germes échappant 4 lirradiation 

(5) Mis A notre disposition par M. Latarjet qui s’est également chargé 


de la mesure des doses, par comparaison avec une lampe étalon. 
(6) Pontuus et Lararser, C. R. Soe. Biol., 1941, 135, 1390. 
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(102 A 10° germes par centimétre cube) ; ces témoins se sont toujours 
comportés comme le thermobarométre. La figure 1B montre que les 
suspensions irradiées, dont presque tous les individus ont perdu leur 
pouvoir de multiplication (10 millions au moins de germes « stériles » 
pour un germe protégé) respirent de fagon normale pendant toute la 
durée de l’expérience. Les rayons U.V, sont done capables de produire 
une. bactériostase identique A celle des rayons X ou g et ces résultats 
sont en accord avec ceux de Latarjet (7) observant sur des levures 
irradiées en U.V. la gamme des radiolésions décrite par Lacassagne el 
Holweck (8) aprés irradiation par les rayons X. Les rayons U.V. non 
ionisants peuvent done produire des effets biologiques dissociants 
analogues & ceux des radiations ionisantes. Ces effets sont, cependant, 
plus difficiles & mettre en évidence car ]’intervalle des doses, 4 Vinté- 
rieur duquel on peut observer la bactériostase, parait plus étroit pour 
‘es rayons U.V. que pour les rayons X ou g (9). En pratique, les rayons « 
paraissent plus commodes. 

L’abolition du pouvoir de prolifération entramant, pour les germes 
pathogénes, la disparition de la virulence, Virradiation constitue une 
nouvelle méthode de préparation de vaccins dont le pouvoir immu- 
nisant est aussi voisin que possible de celui des bactéries vivantes 
(Bonét-Maury et Olivier, 1937). : 

Conclusion, — Comme les rayons g, les rayons X et U.V. ont sur 
les microbes une action bactériostatique dont Virréversibilité la dis- 
tingue de celle des sulfamides. Il s’agit donc d’une propriété générale 
de ces rayonnements permettant de supprimer définitivement la proli- 
fération, tout en ménageant la plupart des propriétés bactériennes 
respiration, mobilité, pouvoir immunisant. 


(Laboratoire Curie de VInstitut du Radium et Institut A.-Fournier.) 


Les communications suivantes, présentées d la séance du 7 octobre, 
paraitront en Mémoires dans les Annales de UInstitut Pasteur : 


Actions primaires comparées des rayons X et ultra-violets 
sur la levure « S. ellipsoideus », par R. Laranser. 


(7) Dans une certaine mesure, on peut considérer la finesse des effets 
radiobiologiques (possibilité de dissociation fonctionnelle) comme inverse- 
ment proportionnelle 4 la probabilité d’action du projectile (photon, parti- 
cule en mouvement). Une faible probabilité @action entraine, en effet, pour 
Pobtention dune radiolésion donnée, une tres grande dépense d’énergie 
en dehors de sa cible, c’est-i-dire une atteinte générale simultanée de tout 
lorganisme irradié, Les rayons X, toujours efficaces, paraissent les plus 
avantageux, mais les effets caractéristiques des rayonnements ionisants 
peuvent se retrouver pour des projectiles A faible probabilité d’action 
(photons lumineux). Ces effets seront, soit moins variés, soit plus difficiles 
a observer (domaine de doses étroit, faible pénétration). Avec cette concep- 
tion, il n’y aurait pas de différences tranchées entre V’action biologique 
des divers rayonnements, mais modification progressive, suivant la valeur 
du quantum rayonné. 

(8) Lacassacne et Honrweck, Radiophysiol. et Radioth., 1934, 3, 315. 

(9) Lararser, ces Annales, 1943, 69, 205. 
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Sur la nature des composés antigéne-anticorps et sur leur 
solubilité, par D. Drervicuran. 


Sur les constantes physiques du virus vaccinal déterminées 


par ultracentrifugation, par P. Lirins, J.-C. Levapirr et J. Gron- 
TINI. 


Contribution a l’étude botanique et biochimique des bactéries 
du genre « Bacillus ». 2° Mémoire. Valeur du test des lipides 
@-hydroxybutyriques pour la caractérisation des espéces, par 

- M. Lemorcne, M"* B. DeLarorTe et M™° M. Croson. 


L’agglutination réversible des « Moraxella » par les cations 
bi- ou polyvalents, par A. Lworr et A. AUDUREAU. 


Séance du 4 novembre 1943. 


Présidence de M. JacoguEs TriEFOUEL. 


- 


COMMUNICATIONS | 


RAPPORT ENTRE LES CIMENSIONS 

DE QUELQUES BACTERIOPHAGES 

ET LEURS VITESSES DE PASSAGE 
A TRAVERS LA GELOSE 


par M. ROUYER. 


Le passage des bactériophages a travers la gélose a été observé peu 
de temps apres la découverte du phénoméne de Twort et d’Hérelle. 

Jotten (1), en 1922, montra que si on couvre la surface d’une gélose 
en tube avec un filtrat contenant du bactériophage, on trouve, aprés 
quatre jours de contact, que l’agent actif a pénétré jusqu’da l’autre 
extrémité du cylindre de gélose. 

L’année suivante, Arnold (2) tente de purifier des agents lysogénes 
en les faisant passer 4 travers de la gélose a l’eau. 

Les mesures de diffusion des bactériophages par la méthode classique 
des plaques poreuses [Kalamanson et Bronfenbrenner (3)] se montrerent 
tres délicates et les résultats trouvés n’ont: pas été encourageants. 


(1) K. W. Jorren, Klin. Woeh., 1922, 2; 2181. 
(2) L. Arnon, J. Lab.-a. clin. Med., 1922-1923, 8, 720. 


(3) G. Karamanson et BRONFENBRENNER, J. gen. ‘Phystol.; 1939-1940, 23, 203. 
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Nous avons, sur la proposition de E. Wollman, repris cette étude. 

On sait (Andrews et Elford) que des bactériophages actifs pour un 
méme germe donnent aux dépens de celui-ci des plages dont les dimen- 
sions sont en raison inverse de la taille de ces bactériophages. Dans 
le cas des bactériophages dysentériques C,, et S,,, notamment, le 
diamétre des plages est trés sensiblement inversement proportionnel 
au diamétre assigné A ces bactériophages par l’ultrafiltration et l’ultra- 
centrifugation. f. Wollman en conclut qu’en plus de la dispersion des 
bactériophages par les bactéries en voie de multiplication et qui reste 
constante pour un germe donné, il y a une dispersion propre dont 
la vitesse, comme dans la diffusion, serait inversement proportionnelle 
a leur taille. 

Il était done intéressant d’étudier la vitesse de passage de divers 
bactériophages & travers la gélose et de chercher s’il existait une rela- 
tion entre cette vitesse et leurs dimensions. 

Technique. — Nous employons avec quelques modifications de détails 
la technique que nous avons déja décrite (4). 

Dans une boite de Petri de 15 cm. de diamétre une lame de verre 
carrée de 10 cm. de cdté est calée avec des lames porte-objet de 
fagon qu’elle soit horizontale. On dispose dessus une autre lame de 
6 x 13 cm., bordée par un cadre sur trois cétés qui délimite avec le 
bord libre de la lame, une surface de 8 x 5 cm Aprés stérilisation 
la boite est portée sur un plan horizontal et l’on coule dans le cadre 
8,5 c. c. de gélose 4 0,5 p. 100 qui donnera une lame de gélose d’environ 
0,21 cm. d’épaisseur. Aprés solidification, le cadre portant la gélose 
est enlevé et sur la plaque carrée est étalée I goutte de filtrat lysogéne, 
puis on fait glisser et dérouler la lame de gélose de facon qu'elle 
vienne recouvrir la goutte contenant le bactériophage. Pour éviter la 
dessiccation, la boite est placée dans une cloche contenant de l’eau 
et le tout est mis a ]’étuve a 36°. 

Il est important d’opérer A température constante, la vitesse de 
passage étant fonction de la température. 

Pour chaque expérience une dizaine de boites est ainsi préparée. 

Le temps de passage des bactériophages & travers la gélose est la 
somme du temps de contact entre le bactériophage et la gélose et du 
temps pendant lequel la jeune culture reste sensible au facteur lyso- 
gene, celui-ci varie suivant les bactériophages, il est indiqué dans la 
troisiéme colonne du tableau I. 

Ayant déterminé par des essais préalables le temps de traversée de 
la gélose par le bactériophage, on étale successivement, de demi-heure 
‘en demi-heure, le microbe sensible sur la face supérieure de la lame 
de gélose. Dans une expérience bien conduite les deux ou trois pre- 
miéres boites ne portent aucune plage, tandis que toutes les autres 
présentent des plages de lyse. 

Résultats. — Tl a été étudié avec cette technique quatre bactério- 
phages : les antidysentériques $13 et C16, l’anticoli C86 et 1l’anti- 
subtilis. 

Le tableau I donne leurs taiJles et leurs temps de passage respectifs 
a travers une lame de gélose A 0,5 p. 100 et de 0,21 cm. d’épaisseur. 

Discussion, — Il était intéressant de voir si les résultats précédents 


(4) M. Rouyer, Ass. Micr. L. Frang., ces Annales, 1944, 70, 5A, 
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Autrement dit, la vitesse de passage des bactériophages est inver- 
sement proportionnelle a leurs tailles. 

Conclusions, — 1° La technique décrite permet d’isoler facilement 
le plus petit bactériophage d’un mélange de bactériophages. 

2° Elle fournit une nouvelle méthode simple de déterminer les dimen- 
sions d’un bactériophage inconnu en partant d’une gélose étalonnée 
avec un bactériophage de taille connue. — 

3° L’expérience montre que la vitesse de passage des bactériophages 
éludiés est inversement proportionnelle a leur taille. Tout se passe 
donc comme si ces bactériophages avaient les propriétés d’une molécule 
et non d’un étre organisé. 

4° Quelle que soit lhypothése adoptée sur la _ signification du — 
coefficient 4, un facteur fondamental de la diffusion est la réaction 
réciproque entre les charges électriques de la gélose et celle du bacté- 
riophage ; comme dans toutes les expériences, le seul facteur qui différe 
est la taille des bactériophages, il en résutle que tous les bactériophages 
examinés ont méme densité électrique superficiclle, ils ont done tous 
méme électrisation superficielle, ce qui conduit A assigner une sem- 
blable composition chimique pour tous ces bactériophages (Loiseleur). 


(Institut du Radium, Fondation Curie. 
Laboratoire de recherches sur les bactériophages, Institut Pasteur.) 


Ps 


Paraitront en Mémoire dans les Annales de l'Institut Pasteur les 
noles suivantes : 


Expériences d’infection par un seul bacille tuberculeux isolé 
au micromanipulateur, par J. Brerry. 


Caractéres toxiques et antigéniques des extraits chloracé- 
tiques des souches d’ « Aerobacter » d’origine intestinale, 
par R. Prrot, M. Bourcary et J. Durau-CAsaNnaBE. 


Le Gérant : G. Masson. 
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ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES 
DE LANGUE FRANCAISE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


EXTRAIT DES STATUTS : 


Article premier. — Liassociation dite Associatiofi, des Microbiologistes 
de Langue Frangaise, fondée en 1937 4 Paris, a pour but de grouper les 
Microbiologistes de langue francaise et de créer entre eux un lien. Elle 
a son siége a Paris. 

Elle se compose de membres nationaux et de membres étrangers de 
toutes langues. 


La langue francaise est la langue officielle des Congrés de 1’Association. 


Art. 2. — Elle est instituée uniquement pour l'étude et la discussion 
en commun de toutes les branches de la Science microbiologique. 
Art. 3. — Peut faire partie de l’Association toute personne remplissant 


une fonction scientifique dans un laboratoire de Microbiologie (Microbio- 
logie, Pathologie infectieuse, Immunologie; Chimiothérapie, Cancérologie), 
ou ayant publié des travaux de Microbiologie. 

Art. 9. — Les auteurs des communications et démonstrations devront 
étre membres de 1l’Association. Les étrangers a |]’Association ne seront 
acceptés comme auteurs que s’ils ont pour co-signataires un membre de 
l’Association, ou s’ils ont été invités par le Bureau a faire une communi- 
cation, ou si un membre de 1l’Association ayant assisté aux recherches 
rapportées se charge de discuter le travail en séance. 


Les membres frangais de ]’Association constituent ipso facto et de 
plein droit, la SECTION FRANGAISE de |’ASSOCIATION INTER- 
NATIONALE DE MICROBIOLOGIE. 


En dehors. des Congrés, dont la périodicité et la date sont fixées 
par l’Assemblée Générale sur la proposition du Bureau, l’ Associa- 
tion se réunit en séances consacrées 4 des communications scien- 
tifiques, le premier jeudi de chaque mois (aott et septembre exceptés), 
a 16 heures. Les séances ont lieu au Grand Amphithéatre de 1’ Institut 
Pasteur ; elles sont publiques. - 

Les membres désirant présenter des communications sont priés 
den aviser le Secrétaire général, et de lui en communiquer le litre, 
pour permettre ]’établissement de Vordre du jour de la réunion. _ 

Le texte des communications doit étre remis 4 la séance, établi 
ne varietur, en exemplaire dactylographié original. La bibliographie 


. 


des auieurs cités sera établie, conformément aux régles admises par 
l’Association Internationale de Microbiologie, dans l’ordre suivant : 
nom de l’auteur, titre du périodique (en abrégé et en italiques), 
année de publication, tome (en chiffres arabes gras), page. Les 
signes t., p., etc., sont supprimés. Les abréviations des noms de 
périodiques courants figurent sur une liste qui sera adressée aux 
auteurs sur leur demande. Les figures illustrant le texte doivent étre 
remises avec leurs clichés typographiques, sinon il pourra en résulter 
des: délais de publication. La Rédaction se charge, le cas échéant, 
de faire faire tous les dessins, graphiques, tracés, et de faire clicher, 
aux frais des auteurs, tous les documents qui lui, seront adressés a 
temps, soit huit jours au moins avant la séance, pour parution dans 
le numéro suivant ¢es Annales de l'Institut. Pasteur. 

En raison des restrictions apportées aux publications par les 
circonstances actuelles, le texte de chaque communication ne pourra 
occuper plus de deux pages de l’emplacement réservé dans les 


Annales de l'Institut Pasteur, soit environ 1.200 mots. Les références | 


bibliographiques et les clichés, s’il y en a, seront compris dans cet 
espace. Toute communication dépassant ce maximum sera retournée 
& son auteur, ou devra avoir été préalablement acceptée par la 
Rédaction des Annales de I’Institut Pasteur, pour y paraitre en 
Mémoire. \ 
Le Secrétaire général : P. Lipine. 


Séanees du 7 octobre et du &@ novembre 1948. 
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